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AI Mycoplasma cynos je edina mikoplazma, za katero so doslej dokazali povezavo z 
razvojem bolezni dihal pri psih. Bila je večkrat izolirana iz obolelih psov, predvsem 
tistih, živečih v psarnah. Domneva se, da je, tako kot druge mikoplazme, ki 
naseljujejo dihala, lahko povezana s številnimi bolezenskimi zapleti ter, da je v 
klinični obravnavi teh stanj pogosto spregledana. Vzrok je verjetno v tem, da je 
relativno slabo proučena, predvsem je slabo poznana povezava med bakterijo in 
celicami gostitelja. V okviru magistrske naloge smo z uporabo metode PCR v 
realnem času, preverili vpliv okužbe trajne pasje celične linije DH82 z M. cynos na 
izražanje genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NF-ĸB1. 
Ugotovili smo, da se okužba z M. cynos odraža v postopnem zviševanju relativnih 
sprememb v izražanju gena za IL-1β do 12 h po okužbi, v postopnem zniževanju 
izražanja gena za IL-6 do 12 h po okužbi, v postopnem zviševanju izražanja gena za 
IL-8 do 24 h in nato padcu izražanja po 48 h ter v relativno majhnem spreminjanju 
izražanja gena za NF-ĸB1 do 6 h po okužbi. Okužba ima tudi vpliv na morfološke 
spremembe celic DH82. Po 24 h po okužbi se te kažejo v obliki vakuolizacije celic, 
po 48 h pa še v lizi posameznih celic DH82. Pri teh dveh časovnih točkah je opazen 
tudi padec viabilnosti celic, in sicer na približno 87 % po 24 h in na 70 % po 48 h. 
Opazili smo tudi padec števila M. cynos v supernatantih celic DH82 v prvih 3 h po 
okužbi. V supernatantih celic DH82 nismo zaznali spremenjenih koncentracij 
dušikovega oksida (NO). 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Mycoplasma cynos is the only species of mycoplasma that has been proven to be 
associated with the development of respiratory disease in dogs. It was isolated 
several times from the diseased dogs, mainly those living in kennels. Like other 
mycoplasmas that inhabit the respiratory system, it is believed that M. cynos is 
associated with many health complications and that it is often overlooked in clinical 
treatments. The reason may be in the lack of studies, especially in terms of the 
relationship between the bacterium and its host cells. Using quantitative PCR, we 
analysed the influence of M. cynos infection on the expression of genes for 
cytokines IL-1β, IL-6, IL-8 and the transcription factor NF-ĸB1 in the immortalised 
dog cell line DH82. We came to a conclusion that the infection results in a gradual 
increase in IL-1β gene expression until 12 h after the infection, in a gradual 
decrease in IL-6 gene expression until 12 h after the infection, in a gradual increase 
in IL-8 gene expression until 24 h and then a decrease in 48 h after the infection, 
and in relatively minor variation of NF-ĸB1 gene expression until 6 h after the 
infection. M. cynos infection also has an influence on the morphology of DH82 
cells, which is manifested in increased vacuolisation 24 h  following the infection 
and in the lysis of individual DH82 cells after 48 h. During this time, an apparent 
drop in cell viability can also be observed. The viability dropped to 87% after 24 h 
and to 70% after 48 h after the infection. We also observed a drop in M. cynos 
concentrations in DH82 cell supernatants in the first 3 h after the infection. We 
were unable to detect any changes in nitric oxide (NO) concentrations in DH82 cell 
supernatants, after the infection with M. cynos. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AIDS sindrom pridobljene imunske pomankljivosti (acquired immune deficiency 
syndrome) 
ATP adenozin trifosfat (adenosine triphosphate) 
BAFFR   za limfocite B aktivirajoči dejavnik (B-cell activation factor) 
CD    označevalec pripadnosti (cluster of differentiation) 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina (complementary deoxyribonucleic 
acid) 
CDV     virus pasje kuge (canine distemper virus)  
CFU enota za vrednotenje števila bakterij, ki pomeni število enot (bakterij) v vzorcu, ki  
tvorijo kolonije (colony forming units) 
CIRD nalezljiva bolezen dihal pri psih (canine infectious respiratory disease) 
Cq kvantifikacijski cikel (quantification cycle) 
CysP  cistein proteaza P (cysteine protease P) 
DCW gruča genov za delitev in izgradnjo celične stene (division and cell wall cluster) 
DEPC dietilpirokarbonat (diethylpyrocarbonate) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksiribonukleozidtrifosfat (deoxyribonucleosidetriphosphate) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina (ethylenediaminetetraacetic acid) 
EMEM osnovno modificirano gojišče (Eagle's minimum essential medium) 
FBS fetalni goveji serum (Fetal Bovine Serum) 
Fc relativne spremembe v izražanju tarčnega gena (fold change) 
GAG glikozaminoglikan (glycosaminoglycan) 
GM-CSF granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (granulocyte-macrophage   
colony-stimulating factor) 
HapA hemaglutinirajoči protein M. cynos (M. cynos haemagglutinating protein)   
IFN interferon 
Ig imunoglobulin  
IL interlevkin 
LPS lipopolisaharidi 
LTβR      limfotoksin β receptor (lymphtoxin β-receptor) 
MCP-1 monocitni kemoprivlačni protein 1 (monocyte chemoattractant protein) 
MCP-1 protein 1 s kemijskim privlakom za monocite (monocyte chemoattractant protein) 
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MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (major histocompatibility complex) 
MilliQ prečiščena in deionizirana voda 
MIP-1α  makrofagni vnetni protein 1 (macrophage inflamatory protein) 
mM milimol 
NanH  nevraminidaza M. synoviae (M. synoviae neuraminidase) 
NAP-1    aktivatorski protein nevtrofilcev (neutrophil activating protein) 
NCF    kemotaktični dejavnik nevtrofilcev (neutrophil chemotactic factor) 
NEAA raztopina neesencialnih aminokislin (non-essential amino acid solution) 
NEMO   NF-ĸB esencialni modulator (NF-ĸB essential modulator) 
NF-ĸB    jedrni dejavnik ojačevalnega zaporedja kapa lahke verige aktiviranih limfocitov 
B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 
NIK     NF-ĸB inducirajoča kinaza (NF-ĸB inducing kinase) 
NLL     NOD-u podobni receptor (nucleotide-binding oligomerization domain-like           
.receptor) 
obr/min obrati na minuto 
PBS fosfatni pufer (phosphate-buffered saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction) 
pMGA  površinski protein M. gallisepticum (M. gallisepticum surface protein) 
qPCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (quanititative polymerase chain 
reaction) 
RANK    aktivator receptorja za NF-ĸB (receptor activator for nuclear factor kappa B) 
RNA ribonukleinska kislina (ribonucleic acid) 
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina (ribosomal ribonucleic acid) 
SIBO prerast bakterij v tankem črevesu (small intestinal bacterial overgrowth) 
Stat3 prenosnik signala in aktivator transkripcije 3 (signal transducer and activator of 
transcription 3) 
TCC terminalni kompleks komplementa (terminal complement complex) 
TGF-β transformirajoči rastni faktor β (transforming growth factor β) 
TLR toll-u podobni receptor (Toll-like receptor) 
Tm talilna temperatura (melting temperature) 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze (tumor necrosis factor) 
TRAPS periodični vročinski sindrom povezan z receptorjem za TNF (TNF receptor  
associated periodic syndrome) 
vlhA       spremenljivi lipoprotein in hemaglutinin M. synoviae (M. synoviae variable 
lipoprotein and haemagglutinin) 
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Mikoplazme, ki spadajo v razred Mollicutes, predstavljajo kategorijo bakterij, katerih 
skupne lastnosti so majhnost celic, odsotnost celične stene, reduciran genom in enostaven 
metabolizem. Spadajo med najmanjše in najpreprostejše organizme, ki so zmožni 
samostojnega podvojevanja (Razin in sod., 1998). Zaradi izredno majhnega genoma so 
nezmožne sintetizirati aminokisline, maščobne kisline, holesterol, kofaktorje in vitamine, 
zato so popolnoma odvisne od gostitelja (Razin in sod., 1998; Pollack, 2002). Narava 
pridobivanja hranil in parazitski način življenja pogojujeta precej strogo gostiteljsko in 
tkivno specifičnost mikoplazem (Citti in sod., 2013). Najdemo jih pri različnih vrstah ptic, 
členonožcev, rib, sesalcev, kuščarjev, rastlin ter tudi pri ljudeh (Razin, 1998). Primarna 
tkiva, v katerih živijo mikoplazme, so pri živalih površina sluznice dihalnega in 
urogenitalnega trakta, oči, prebavni trakt, mlečna žleza in sklepi (Whitcomb, 1989).  
 
Čeprav lahko patogene vrste povzročajo anemijo, artritis, neplodnost in bolezni dihal, pa 
večina okužb ne povzroča resnih zapletov, ampak le lažja kronična vnetja (Chalker in sod., 
2004; Razin, 2007). Številne vrste mikoplazem so odvisne od zmožnosti pritjevanja 
(adhezije) na gostiteljska tkiva. Pri teh vrstah je najpomembnejši virulenčni dejavnik ravno 
sistem za adhezijo (Baseman in sod., 1997; Razin in sod., 1992). Večina vrst ostane tekom 
svojega življenja pritrjenih na površini celic, obstajajo pa tudi vrste, ki so zmožne vdirati 
(so zmožne invazije) v nefagocitirajoče celice (Rottem, 2003). 
 
Do danes so iz psov izolirali več kot 15 vrst mikoplazem, ki pa niso vse vrstno specifične 
in so bile izolirane tudi iz drugih živali (Chalker, 2005). Naseljujejo predvsem zgornje dele 
dihalnih poti in urogenitalni trakt, kjer so del normalne bakterijske flore (Rosendal, 1982; 
Binder in sod., 1986). Edina vrsta mikoplazme, ki je bila doslej dokazano v povezavi z 
razvojem bolezni dihal pri psih, je Mycoplasma cynos. Bila je večkrat izolirana iz obolelih 
psov, predvsem tistih, živečih v psarnah, pri katerih je naseljevala predvsem najbolj 
nekrotične dele pljuč (Rosendal, 1972; Rosendal, 1978; Chvala in sod., 2007; Hong in 
sod., 2012). Med bolezni, ki jih povzroča, spada predvsem pljučnica, pogoste pa so tudi 
poškodbe epitelijskih migetalk v dihalnih poteh in zbiranje nevtrofilcev in makrofagov v 
pljučnih mešičkih (Rosendal, 1972; Rosendal in sod., 1977; Rycroft in sod., 2007; 
Mannering in sod., 2009; Chalker in sod., 2004). Dejavniki virulence pri M. cynos naj bi 
bili, tako kot pri številnih drugih vrstah mikoplazem, hemaglutinini in nevraminidaze 
(Koprivec, 2016; Kastelic in sod., 2015). 
 
Številne vrste mikoplazem so bile povezane s spremenjenim izražanjem citokinov pri 
okuženih živalih ali njihovih celicah (Lavrič in sod., 2007, 2008; Jayagopala Reddy in 
sod., 2000; Bolha in sod., 2013; Wang in sod., 2015; Fang in sod., 2016; Xue in sod., 
2015). Citokini so signalni proteini, ki jih izločajo različne vrste celic, v največji meri pa 
limfociti T in makrofagi. Imajo specifičen vpliv na interakcije in komunikacijo med 
celicami (Jergens in sod., 2009). S sodelovanjem s specifičnimi citokinskimi inhibitorji in 
receptorji regulirajo imunski odziv in so ključni modulatorji vnetja (Zhang in sod., 2007). 
Med citokine spadajo številne skupine signalnih proteinov, med njih tudi interlevkini, ki jih 
izločajo levkociti in delujejo na levkocite (Zhang in sod., 2007; Turner in sod., 2014). 
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1.1 CILJI NALOGE 
 
 Preveriti vpliv okužbe trajne pasje celične linije DH82 z mikoplazmo M. cynos, na 
izražanje genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NF-ĸB1. 
 
 Preveriti vpliv okužbe z mikoplazmo M. cynos na viabilnost celic DH82. 
 
 Preveriti vpliv okužbe z mikoplazmo M. cynos na morfologijo celic DH82. 
 
 Preveriti spreminjanje števila M. cynos v supernatantih celic v različnih časovnih 
točkah po okužbi. 
 
 Preveriti vpliv okužbe z mikoplazmo M. cynos na spremembe koncentracije 
dušikovega oksida (NO) v supernatantih celic DH82. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Postavili smo sledeče hipoteze: 
 
 In vitro okužba celic DH82 z M. cynos bo vplivala na povišano ali znižano 
izražanje genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski dejavnik NF-ĸB1. 
 
 In vitro okužba z M. cynos bo po določenem času znižala viabilnosti celic DH82. 
 
 In vitro okužba z M. cynos bo povzročila morfološke spremembe v celicah DH82. 
 
 In vitro okužba z M. cynos bo povzročila nastanek NO, ki ga bomo zaznali v 
supernatantu okužene kulture celic. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKOPLAZME 
 
Rod Mycoplasma spada v razred Mollicutes, ki predstavlja kategorijo edinstvenih bakterij, 
katerih skupne lastnosti so majhnost celic, odsotnost celične stene, reduciran genom in 
enostaven metabolizem. Razred Mollicutes je sestavljen iz redov Mycoplasmatales, 
Entomoplasmatales, Acholeplasmatales in Anaeroplasmatales, ki se nadalje delijo v 
družine, te pa naprej v rodove Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma, Spiroplasma, 
Acholeplasma, Anaeroplasma in Asteroleplasma. Razlikujejo se predvsem po velikosti 
genoma (od okoli 580 do 2220 kilobaznih parov), okolju v katerem živijo, zmožnosti 
sinteze holesterola ter podvojevalnem času (od 0,3 do 3.3 h) (Razin in sod., 1998; Beaman 
in sod., 1983). Velikost celic se giblje med 0,3 in 0,8 µm, njihova oblika je zaradi 
odsotnosti celične stene običajno okrogla, najdemo pa tudi vrste, ki so hruškaste oziroma 
stekleničaste oblike, kar nakazuje na prisotnost citoskeleta (Razin, 1978).  
 
2.1.1 Evolucija in genetika mikoplazem 
 
Molekulske analize rRNA so pokazale, da so se bakterije iz razreda Mollicutes 
najverjetneje razvile s postopnim krčenjem genoma iz grampozitivnih bakterij z nizko 
vsebnostjo baznih parov gvanina in citozina, okoli 605 milijonov let nazaj (Sirand-Pugnet 
in sod., 2007a; Maniloff, 2002). Bakterije iz rodu Mycoplasma spadajo med najmanjše in 
najpreprostejše organizme, ki so zmožni samostojnega podvojevanja, zato so služile kot 
model za izdelavo »minimalne« umetne celice, izdelane z orodji sintezne biologije 
(Hutchison in sod., 2016). Spadale naj bi tudi med evolucijsko najhitreje razvijajoče se 
organizme in jih zato, kljub preprostejši zgradbi genoma, ne smemo obravnavati kot 
primitivne bakterije (Sirand-Pugnet in sod., 2007a). 
 
Glede na to, da lahko mikoplazme večinoma  najdemo v povezavi s človekom, živalmi in 
rastlinami, lahko sklepamo, da so njihovi majhni genomi v veliki meri odraz parazitskega 
načina življenja. Najmanjši genomi so bili namreč odkriti ravno pri parazitskih organizmih 
(Peterson in sod., 2001). Zaradi skrčenega genoma mnoge vrste mikoplazem počasi rastejo 
in so nezmožne sintetizirati aminokisline, maščobne kisline in holesterol, zato jih je večina 
popolnoma odvisnih od gostitelja in izven njega ne preživijo dolgo (Razin in sod., 1998; 
Pollack, 2002).  
 
Ena izmed značilnih sprememb, ki se je zgodila tekom evolucije bakterij iz razreda 
Mollicutes, je nezmožnost sinteze celične stene. Evolucijska prednost izgube celične stene 
še vedno ostaja skrivnost, saj je ta struktura ključnega pomena za vse ostale organizme iz 
debla Firmicutes. Še vedno tako ni popolnoma znano, katere nadomestne strategije so te 
bakterije prevzele, da so zmožne preživeti brez celične stene (Kobayashi in sod., 2003; 
Sirand-Pugnet in sod., 2007a). 
 
Odsotnost celične stene je pomembna z vidika zdravljenja okužb, ki jih povzročajo te 
bakterije, saj je uporaba antibiotikov, ki delujejo na celično steno, neučinkovita. Ta lastnost 
pojasni tudi zmožnost teh organizmov, da prehajajo skozi pore določenih membranskih 
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filtrov, ki druge bakterije zaradi rigidne celične stene zaustavijo, kar povzroča probleme 
predvsem v biofarmacevtski proizvodnji (Kobayashi in sod., 2003; Windsor in sod., 2010). 
 
Popolna izguba nekega gena se lahko zgodi v več korakih. Izgubi potrebe po izražanju 
gena sledi enostopenjska delecija gena ali mutacijska motnja in postopen propad preostalih 
fragmentov gena (Sirand-Pugnet in sod., 2007a). Pri številnih bakterijskih vrstah najdemo 
izjemno ohranjeno gručo genov za delitev in izgradnjo celične stene (angl. »division and 
cell wall cluster« - DCW cluster), ki jo sestavlja več genov (pri bakteriji Escerichia coli 15 
in pri Bacillus subtilis 16) (Tamames, in sod., 2001). Pri nekaterih vrstah mikoplazem je 
gruča DCW sestavljena le iz štirih genov, kar nakazuje na to, da so bili nepotrebni geni za 
encime, ki sodelujejo v izgradnji celične stene, skozi evolucijo izbrisani (Benders in sod., 
2005). Zaenkrat prevladuje domneva, da je večina krčenja genoma, in s tem hitrega 
prilagajanja na okolje, posledica spontane mutageneze in horizontalnega genskega prenosa, 
ki poteka s pomočjo konjugacije (Citti in sod., 2013; Sirand-Pugnet in sod., 2007b). 
 
Nedavni napredki v sekvenciranju genomov so pripomogli k novim dognanjem o 
razširjenosti, populacijski dinamiki in evoluciji mikoplazem. To počasi prispeva k 
spreminjanju pogleda na te organizme. Mikoplazme se več ne obravnavajo samo kot 
»minimalni organizmi«, ampak vedno bolj kot prefinjeni, močno prilagodljivi organizmi 
(Citti in sod., 2013). 
 
2.1.2 Razširjenost mikoplazem 
 
Mikoplazme lahko najdemo kot parazite pri različnih vrstah ptic, insektov, sesalcev, 
kuščarjev, rastlin ter tudi pri ljudeh (Razin, 1998). Patogeni predstavniki povzročajo vrsto 
okužb, ki lahko vodijo v anemijo, artritis, neplodnost in bolezni dihal (Chalker in sod., 
2004). Kljub temu pa večina okužb ne povzroča resnih zapletov, temveč le lažja kronična 
vnetja, ki se ne končajo s smrtjo gostitelja. Možno je, da se bakterije iz razreda Mollicutes, 
v evulocijskem smislu počasi razvijajo proti simbiontskemu načinu življenja (Razin, 2007). 
 
Narava pridobivanja hranil in parazitski način življenja pogojujeta precej strogo 
gostiteljsko in tkivno specifičnost mikoplazem. Prav gostiteljska specifičnost je v veliki 
meri vzrok za splošno pomanjkanje živalskih modelnih organizmov, ki bi bili uporabljeni 
za raziskave razvoja bolezni (Citti in sod., 2013; Razin, 1992). Vseeno pa obstajajo 
nekateri primeri prisotnosti mikoplazem v gostiteljih in tkivih, ki so drugačna od njihovih 
normalnih habitatov (Razin, 1992). Nekatere vrste poleg običajnih niš naseljujejo tudi 
druge organe znotraj istega gostitelja ali celo druge gostitelje. Mycoplasma pneumoniae, ki 
je v večini prisotna v dihalnem traktu, je bila izolirana tudi iz urogenitalnega trakta, M. 
genitalium, katere primarno okolje je urogenitalni trakt, pa iz dihalnega trakta (Goulet in 
sod., 1995). Prav tako so znani primeri izolacije mikoplazem, ki so navadno del naravne 
urogenitalne flore iz krvi bolnikov, ki trpijo za AIDS-om ali se zdravijo z imunosupresivi 
(Meyer in sod., 1993). 
 
Nekatere vrste mikoplazem so sposobne tvoriti biofilme, kar jim omogoča preživetje v 
neugodnih razmerah tako zunaj, kot tudi znotraj gostitelja. Biofilmi tako omogočajo 
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obrambo pred zunanjimi vplivi, obrambo gostitelja ter antibiotiki (McAuliffe, 2006; 
Simmons in sod., 2009). 
 
Primarna okolja, v katerih živijo mikoplazme, so pri živalih površina sluznice dihalnega in 
urogenitalnega trakta, oči, prebavni trakt, mlečne žleze in sklepi. Vrste iz rodu 
Anaeroplasma, ki so obvezni anaerobi, so bile najdene v vampu goveda in drobnice, tiste 
iz rodov Spiroplasma in Phytoplasma pa v prebavilih, telesni votlini in žlezah slinavkah 
členonožcev. Bakterije iz zadnjih dveh omenjenih rodov sicer niso patogene za njihove 
primarne gostitelje. Lahko pa se zgodi, da pridejo preko žuželk, ki se prehranjujejo z 
rastlinskimi sokovi, v kontakt z rastlinami, kar lahko privede do bolezni (Whitcomb, 1989; 
Razin, 2007). 
 
Zaradi reduciranega genoma, ki mikoplazmam ne zagotavlja samostojne rasti, je gojenje 
teh bakterij v laboratoriju precej zahtevno. Potrebna so draga in komleksna gojišča, 
kultivacija in identifikacija v kliničnih vzorcih pa je zaradi razširjene prisotnosti drugih 
bakterij  težavna (Citti in sod., 2013). Na srečo pa naraščanje podatkov sekvenciranja 
vedno več vrst in sevov močno pripomore k zaznavanju in identifikaciji mikoplazem na 
osnovi DNA (Barré in sod., 2004). Novejše tehnologije DNA mikromrež omogočajo 
sočasno identifikacijo  okoli 40 različnih vrst iz razreda Mollicutes, med katerimi so tudi 
pomembni človeški in živalski patogeni. Njihova uporaba je razkrila nepričakovano visoko 
stopnjo (35 %) okužb, katere povzroča več vrst mikoplazem naenkrat (Schnee in sod., 
2012). To bi lahko vplivalo na nove načine razumevanja epidemiologije in zdravljenja ter 
možnih sinergij in interakcij med mikoplazmami. Številni projekti sekvenciranja genomov, 
med katere spadajo tudi metagenomske analize kompleksnih mikrobnih združb iz 
raznolikih ekosistemov, obetajo odkritja novih vrst mikoplazem in njihovih niš (Citti in 
sod., 2013). 
 
2.1.3 Interakcija mikoplazem z gostiteljem 
 
Zaradi odsotnosti celične stene ima enojna membrana ključno vlogo pri interakciji med 
mikoplazmo in gostiteljskim organizmom. Dognanja številnih raziskav, ki so se posvetile 
določanju sestave membrane kažejo, da je zelo plastična.  Mikoplazme namreč posedujejo 
dovršene genske sisteme, ki omogočajo spreminjanje izražanja in strukture površinskih 
lipoproteinov, vsidranih v membrani. Na ta način lahko v zelo kratkem času spremenijo 
profil antigenov in se tako izognejo gostiteljevemu imunskemu odzivu (Nouvel in sod., 
2009; Nussbaum in sod., 2002; Citti in sod., 2010).  
 
Zaradi strukturnih značilnosti so mikoplazme neobčutljive na β-laktamske antibiotike, ki 
preprečujejo sintezo celične stene. Mikoplazemske okužbe se v večini primerov zdravijo s 
tetraciklinskimi antibiotiki, čeprav pri nekaterih vrstah, kot je na primer M. genitalium, tudi 
to včasih ni učinkovito (Chalker, 2005; Citti in sod., 2013; Wikström in sod., 2006). 
Učinkoviti so tudi antibiotiki iz skupine kinolonov, kot so ciprofloksacin, enrofloksacin in 
sparfloksacin (Nikfarjam in sod., 2011). 
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2.1.3.1 Kolonizacija gostitelja  
 
Številne vrste mikoplazem so odvisne od zmožnosti adhezije na tkiva in s tem kolonizacije 
in okužbe gostitelja. Pri teh vrstah je najpomembnejši virulenčni faktor ravno sistem za 
adhezijo. Mutanti, ki niso zmožni adhezije, so namreč avirulentni (Baseman in sod., 1997; 
Razin in sod., 1992). Adhezija poteka, pri vrstah kot je na primer M. pneumoniae, prek 
koničastega izrastka, ki deluje kot pritrjevalni organel in kot vodilni konec celice med 
polzenjem po podlagi. Na koncu tega organela se nahajajo proteini adhezini ter nekateri 
pomožni proteini, ki omogočajo pritrjevanje na površinske proteine celic gostitelja 
(Inamine in sod., 1988; Dallo in sod., 1990). Nekatere druge vrste mikoplazem izražajo 
podobne proteine na celotni površini (Song in sod., 2012).  
 
Večina vrst mikoplazem ostane tekom svojega življenja pritrjenih na površini epitelijskih 
celic. Obstajajo pa tudi vrste, ki so razvile mehanizme za vstop v nefagocitirajoče celice. 
Znotrajcelično okolje predstavlja prednostno nišo, zaščiteno pred imunskim sistemom 
gostitelja in pred vplivom antibiotikov (Rottem, 2003). Takšen primer je recimo M. 
synoviae, pri kateri je bilo dokazano, da lahko vstopa v kokošje eritrocite, hondrocite in 
embrionalne celice in vitro ter M. penetrans, ki je bila večkrat izolirana iz urogenitalnega 
trakta pacientov z AIDS-om (Dušanić in sod., 2009; Lo in sod., 1993; Lo in sod., 2005). Za 
vstop v gostiteljsko celico bakterija izzove kaskado prenosov signalov, v katere so po 
navadi vključeni encimi kinaze in fosfataze (Oelschlaeger in sod., 2000). Signali nato 
vplivajo na preureditev celičnega citoskeleta, predvsem agregacijo tubulina in α-aktinina 
ter kondenzacijo fosforiliranih proteinov, kar olajša prehod mikoplazme v celico (Girón in 
sod., 1996; Cossart in sod., 2004). Pomanjkanje celične stene omogoča mikoplazmam 
neposreden stik med njihovo membrano in citoplazemsko membrano gostiteljevih celic, 
kar še olajša združitev obeh celic (Rottem, 2003). 
 
Invazija celic je lahko ključnega pomena za vzpostavitev obstojne okužbe in kroničnega 
obolenja, a je bila preučevana le v zvezi z nekaj vrstami mikoplazem, vključeni mehanizmi 
pa ostajajo v večji meri neznani (Browning in sod., 2014; Bonnefois in sod., 2016; Dušanić 
in sod., 2009). 
 
Preživetje in razmnoževanje znotraj gostiteljskih celic je v veliki meri odvisno od vrste 
bakterij. Večina znotrajceličnih vrst je zmožnih preživeti v notranjosti celic daljše časovno 
obdobje (Feng in sod., 1999). Bakterije se nato razmnožujejo v notranjosti endosomov ali 
pa se iz njih izločijo s postopkom eksocitoze ali lize endosomov, kar omogoči 
razmnoževanje znotraj citoplazme. Večina raziskav mikoplazem znotraj celic je pokazala, 
da se le-te nahajajo znotraj membransko vezanih veziklov (Jensen in sod., 1994; 
Stadtländer in sod., 1993; Taylor-Robinson in sod., 1991; Bonnefois in sod., 2016).  
 
2.1.3.2 Mehanizmi poškodb gostiteljskih celic  
 
Obstajajo različni mehanizmi s katerimi lahko mikoplazme škodujejo gostiteljskim 
celicam. Zaradi pomanjkanja genov za izgradnjo aminokislin, maščobnih kislin, 
kofaktorjev in vitaminov, so mikoplazme odvisne od zagotavljanja biokemijskih 
prekurzorjev s strani gostiteljskega organizma (Pollack in sod., 1997; Razin in sod., 1998). 
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Kompeticija za te biosintezne prekurzorje lahko moti integriteto in vpliva na funkcije 
gostiteljske celice. Nekatere vrste mikoplazem izkoriščajo arginin dihidrolazno pot za 
proizvodnjo ATP-ja, kar hitro izčrpa gostiteljeve zaloge arginina in prizadene sintezo 
proteinov ter delitev in rast celice (Pollack in sod., 1997; Rottem in sod., 1993). Nekateri 
sevi lahko s porabljanjem arginina inhibirajo s to aminokislino bogate histone in 
povzročijo lomljenje kromosomov, translokacije, zmanjšanje števila in nastanek novih 
kromosomov (Barile in sod., 1993; McGarrity in sod., 1992). 
 
Eden od mehanizmov, ki lahko negativno vplivajo na gostitelja, je tudi pritrjevanje 
mikoplazem na celice. To lahko namreč ovira membranske receptorje ali spremeni 
transportne mehanizme gostiteljske celice. Celična membrana je občutljiva tudi na 
strupene produkte, ki jih izločajo mikoplazme (Rottem, 2003). Med njih spadajo predvsem 
oksidativne poškodbe, ki jih povzroča vodikov peroksid in superoksidni radikali ter 
hidroliza fosfolipidov, za katero so odgovorne fosfolipaze. Vse to lahko negativno vpliva 
na integriteto membrane (Hames in sod., 2009; Shibata in sod., 1995; Rosenshine in sod., 
1993; Salman in sod., 1994; Salman in sod., 1995). Pred kratkim je bilo tudi dokazano, da 
lahko vodikov peroksid povzroči spremembe v hemu, kar lahko vodi v lizo eritrocitov 
(Großhennig in sod., 2016). Čeprav za večino vrst mikoplazem ni bilo dokazano, da bi 
sintetizirale toksine, pa je za M. pneumoniae znano, da izloča toksin CARDS (angl. 
»Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome Toxin«), ki deluje kot virulenčni 
faktor in povzroča vakuolizacijo gostiteljskih celic ter motnje v integriteti celične 
membrane, kar vodi v celično smrt (Kannan in sod., 2006; Becker in sod., 2015). 
 
Poškodbe lahko nastanejo tudi med prehodom mikoplazme v evkariontsko celico. Pri tem 
se namreč v gostiteljsko celico sprostijo komponente mikoplazem, kot so na primer 
hidrolitični encimi nukleaze, ki lahko poškodujejo gostiteljevo DNA (Paddenberg in sod., 
1998; Paddenberg in sod., 1996). Problem predstavljajo tudi fosfataze, ki lahko po prehodu 
mikoplazem v evkariontsko celico ovirajo normalen prenos signalov v njej. Poleg vnosa 
celične vsebine mikoplazem pa omogoča zlitje tudi vnos membranskih komponent 
mikoplazem. To lahko spremeni prepoznavna mesta receptorjev in vpliva na izražanje 
citokinov, kar lahko otežuje komunikacijo med celicami (Rottem, 2003). 
 
2.1.3.3 Izogibanje gostiteljevemu imunskemu sistemu 
 
Sposobnost izogibanja imunskemu sistemu je ključnega pomena za preživetje mikoplazem 
znotraj gostiteljskega organizma. Glavna mehanizma, s katerima mikoplazme zagotovijo, 
da jih imunski sistem ne prepozna, sta molekulska mimikrija in fenotipska variabilnost. 
Prvi sistem se nanaša na epitope, ki so skupni različnim mikoplazmam in gostiteljskim 
celicam, zato jih gostitelj ne prepozna kot antigene in proti njim ne aktivira imunske 
obrambe. V redkih primerih so mikoplazemski entigenski epitopi podobni novo nastalim 
epitopom v gostitelju in proti takim nastajajo avtoprotitelesa. Drugi sistem, torej fenotipska 
variabilnost, pa predstavlja sposobnost bakterije, da spreminja antigenski profil in izraža 
več kot eno obliko morfologije ali fiziološkega stanja v odnosu na razmere okolja. Za 
doseganje fenotipske variabilnosti sta zadolžena dva sistema, in sicer odziv na okoljske 
signale ali naključne spremembe v izražanju enega ali več genov. Sposobnost hitrega 
spreminjanja nabora površinskih antigenov in na ta način spreminjanja imunogenosti teh 
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molekul omogoča bakteriji, da v gostitelju vztraja kljub odzivu imunskega sistema 
(Wassenaar in sod., 2001; Wren, 2000). Zaradi pomanjkanja celične stene, gibalnih 
organelov in pilusov, katerih komponente so pri večini vrst bakterij glavni antigeni, 
predstavljajo variabilne površinske komponente pri mikoplazmah večinoma membranski 
proteini (Rottem, 2003).  
 
Pri ptičjih mikoplazmah so dobro raziskani predvsem imunogeni površinski lipoproteini 
hemaglutinini, kot sta spremenljivi lipoprotein in hemaglutinin M. synoviae (angl. 
»M. synoviae variable lipoprotein and haemaglutinin« - VlhA) ter površinski protein M. 
gallisepticum (angl. »M. gallisepticum surface protein« – pMGA). Ti proteini so obilno 
izraženi in so tudi glavni imunogeni proteini, ki izzovejo močan zgodnji odziv gostitelja s 
produkcijo protiteles na lokalnem in sistemskem nivoju. Zaradi pogostega spreminjanja 
antigenskih epitopov teh proteinov, kar je posledica genske konverzije, je gostiteljev 
imunski sistem v veliko primerih nezmožen povsem nevtralizirati in odstraniti bakterijo. 
Sekvenciranje različnih variant genov za VlhA predstavlja tudi potencial za identifikacijo 
različnih sevov M. synoviae (Benčina, 2002; Slavec in sod., 2011; Baseggio in sod., 1996; 
Narat in sod., 1998; Benčina in sod., 2001). 
 
Poleg omenjenih načinov izogibanja imunskemu sistemu pa je učinkovit mehanizem tudi 
tvorba biofilmov, ki ščiti mikoplazme pred učinki komplementa in protimikrobnemu 
peptidu gramicidinu (Simmons in sod., 2007). 
 
2.1.4 Modulacija imunskega sistema 
 
Znano je, da je indukcija citokinov glavni virulenčni mehanizem mnogih vrst bakterij 
(Bando in sod., 2010; Wren, 2000; Henderson in sod., 1996). Mikoplazme lahko vplivajo 
na monocite, makrofage in astrocite in spodbujajo izločanje vnetnih citokinov kot so TNF-
α, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1α, GM-CSF pa tudi prostagladine in dušikov oksid. To 
ima številne učinke na gostiteljske celice in posledično na celoten organizem (Rottem in 
sod., 1998; Salman in sod., 1994; Narita in sod., 2005). 
 
Pri okužbah kokošjih celic z M. synoviae, ki pri perutnini povzroča bolezni dihal in 
sinovitis, je bilo dokazano zvišano izražanje IL-1β, IL-6, iNOS, CXCLI1, CCL5, CCL4L1 
in IL-1 receptorja tipa 2 in nekaterih drugih proteinov na genskem ter IL-1β in IL-6 tudi na 
proteinskem nivoju (Lavrič in sod., 2007, 2008). 
 
Okužba z M. synoviae pa ne izzove le sprememb gostiteljevega imunskega sistema, ampak 
tudi v bakteriji vpliva na spremembe v izrašanju genov, vključenih v patogenezo. To se 
lahko odraža v povečanem izražanju genov, povezanih z adhezijo na tkiva, kot sta N-
terminalni (MSPB) in C-terminalni (MSPA) lipoprotein in hemaglutinin, ki sta del VlhA 
proteina ter tistimi za cistein proteazo P (angl. »cysteine protease P« – CysP) in 
nevraminidazo NanH (angl. »M. synoviae neuraminidase« – NanH), ki lahko razgrajujejo 
gostiteljeva protitelesa IgG in nekatere glikoproteine. Z mehanizmi, kot je degradacija 
protiteles, lahko mikoplazma zmanjšuje učinkovitost gostiteljeve imunske obrambe (Cizelj 
in sod., 2011, 2016; Berčič in sod., 2011). 
 
9 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Zanimivo je tudi, da nekaterih mikoplazemskih okužb ne spremlja nujno močan vnetni 
odziv. Nekatere vrste mikoplazem namreč naseljujejo dihalni in urogenitalni trakt brez 
razvoja jasnih kliničnih simptomov. Vzrok tega bi lahko bila zmožnost znižanja izražanja 
transkripcijskega dejavnika NF-ĸB ali indukcija protivnetnih citokinov kot so IL-4, IL-10, 
IL-13 ali TGF-β (Rottem, 2003; Sacchini in sod., 2012). 
 
2.1.5 Mikoplazme, ki okužujejo pse 
 
Mikoplazme pri psih so prvič opisali leta 1934 (Shoetensack, 1934). Do danes je bilo pri 
psih odkritih več kot 15 vrst. Vseeno pa je pojem »pasja mikoplazma« treba uporabljati s 
previdnostjo, saj je bilo nekaj vrst izoliranih tudi iz drugih živali, kar pomeni, da niso 
gostiteljsko specifične (Chalker, 2005).  
 
Večina vrst pasjih mikoplazem se uvršča v taksonomsko skupino Hominis, nekaj pa v 
Pneumoniae in Acholeplasma. Vrste se v večji meri razlikujejo po vsebnosti gvanina in 
citozina, ki se giblje od približno 24 % do 36 % ter po velikosti genoma, ki obsega od 606 
do 1650 kilobaznih parov (Chalker, 2005). 
 
Kljub  temu, da te vrste mikoplazem lahko gojimo v laboratoriju, se veterinarji redko 
odločijo za analizo prisotnosti mikoplazem v kliničnih vzorcih obolelih psov. Razlog je 
verjetno v dragih in kompleksnih gojiščih in težavnem in zamudnem pregledovanju 
bakterijskih kolonij na gojitvenih ploščah. Za ločevanje med vrstami mikoplazem ne pride 
v poštev določanje morfologije kolonij, saj jih na trdem gojišču velika večina raste v 
značilni obliki ocvrtega jajca. Razlike, ki se kažejo večinoma v barvnih odtenkih in 
zrnatosti kolonij, se lahko izražajo tudi znotraj posamezne vrste (Chalker, 2005). Boljše 
principe za določanje vrst prinašajo genetske analize z uporabo PCR ali analize 16S rRNA 
in 16S/23S rRNA sekvenc (Chalker in sod., 2004). 
 
Mikoplazme naseljujejo zgornje dele dihalnih poti vseh psov, kot del normalne bakterijske 
flore, med tem ko jih lahko v sapniku najdemo pri le 20 % do 25 %. Naselitev mikoplazem 
v pljučih psov je povezana z razvojem pljučnice. Dokazano je, da so mladi psi, okuženi z 
bakterijami iz rodu Bordetella in Streptococcus v spodnjih delih dihalnih poti, bolj 
dovzetni za okužbe z mikoplazmami (Rosendal, 1982; Randolph in sod., 1993). 
 
Mikoplazme naseljujejo tudi urogenitalni trakt psov. Mikoplazme so bile tam najdene pri 
30 % in 50 % psov in 23 % in 75 % psic in so, skupaj še z drugimi vrstami bakterij, 
odgovorne za različna vnetja (Binder in sod., 1986). 
 
Med mikoplazme, ki jih lahko najdemo pri psih, spadajo tudi tako imenovane 
hemotropične mikoplazme M. haemocanis in Candidatus M. haematoparvum. Te bakterije 
so se sposobne vezati na površino eritrocitov, kjer rastejo in se razmnožujejo. Akutna 
oblika bolezni se izraža s hitro razvijajočo se anemijo, predvsem pri imunsko oslabelih 
psih. Prenos bakterije lahko povzroča rjavi pasji klop, obstaja pa tudi možnost 
horizontalnega prenosa med psi, predvsem prek ugrizov (Chalker, 2005; Cannon in sod., 
2016; Messick, 2003). 
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Kljub temu, da so prve mikoplazme pri psih odkrili že dolgo časa nazaj, je na tem področju 
še vedno relativno malo raziskanega. Vrste, povezane z obolenji pri psih, se še vedno 
rutinsko ne obravnavajo kot vzroki za bolezni, kot je to praksa pri nekaterih drugih 
živalskih vrstah. Razlog za to so predvsem težavnost odkrivanja in določanja pasjih 
mikoplazem, pomanjkanje raziskav na tem področju in pomanjkljivo znanje v zvezi s 
patogenostjo in virulenčnimi faktorji teh bakterij (Chalker, 2005). 
 
2.1.5.1 Mycoplasma cynos 
 
M. cynos je bila večkrat izolirana iz psov, obolelih za pljučnico, pri katerih je naseljevala 
predvsem najbolj nekrotične dele pljuč (Rosendal, 1972; Rosendal, 1978; Chvala in sod., 
2007; Hong in sod., 2012). Bakterije M. cynos lahko v pljučih ostanejo do 3 tedne po 
okužbi, v tem času pa lahko naseljujejo tudi sapnik, očesno veznico in mandlje (Chalker in 
sod., 2004). M. cynos je edina vrsta mikoplazme, ki je bila večkrat povezana z boleznimi 
dihal, predvsem pri psih, ki živijo v psarnah. Med bolezni spada predvsem pljučnica, 
poškodbe epitelijskih migetalk v dihalnih poteh in zbiranje nevtrofilcev in makrofagov v 
pljučnih mešičkih (Rosendal, 1972; Rosendal in sod., 1977; Rycroft in sod., 2007; 
Mannering in sod., 2009; Chalker in sod., 2004). 
 
Sindrom, ki se izraža kot okužba dihal pri psih, imenujemo pasja nalezljiva bolezen dihal, 
oziroma z angleško kratico CIRD (canine infectious respiratory disease). Povzročajo jo 
številni patogeni kot so pasji adenovirus, pasji parainfluenca virus in nekatere bakterije. Ti 
patogeni lahko delujejo sinergistično in s tem pripomorejo k resnosti bolezni. Poleg tega pa 
je nekaj raziskav pokazalo povezavo CIRD z M. cynos (Chalker in sod., 2004; Mannering 
in sod., 2009; Chvala in sod., 2007). Zeugswetter in sod. (2007) opisujejo primer smrtne 
bronhopnevmonije pri pasjih mladičih pri katerih je bila M. cynos edina bakterija, 
povezana z razvojem CIRD (Zeugswetter in sod., 2007). 
 
Raziskava, ki so jo izvedli Chalker in sod. (2004) je pokazala, da naj bi bili starejši psi 
manj dovzetni za okužbe z M. cynos, kot psi mlajši od enega leta. M. cynos naj bi se 
pojavila pri 20 % psov v pljučih in sapniku v prvih dveh tednih po prihodu v pesjak. 
Mikoplazma naj bi bila najpogosteje prisotna pri psih z zmerno obliko sindroma CIRD in 
manj pogosta pri tistih z lažjo in težjo obliko. Pred in med okužbo z M. cynos se lahko pri 
obolelih psih pojavijo tudi drugi patogeni. Po približno 4 tednih naj bi se število psov, 
okuženih s to mikoplazmo, zmanjšalo, kar nakazuje na razvoj humoralnega imunskega 
odziva. M. cynos je bila, poleg iz živali, izolirana tudi iz aerosola v psarni. 
 
Pri psih z lažjo obliko bolezni so odkrili tudi pasji respiratorni koronavirus, pri psih z 
zmerno obliko bakterijo Bordetella bronchiseptica in bakterijo Streptococcus equi 
subspecies zooepidemicus pri tistih s težjo obliko bolezni (Erles in sod., 2003; Chalker in 
sod., 2003a, 2003b).  
 
Domnevni dejavniki virulence pri M. cynos naj bi bili, kot je to značilno za nekatere druge 
vrste mikoplazem, hemaglutinini in nevraminidaze. Ti dejavniki olajšajo kolonizacijo in 
preživetje v imunokompetentnem gostitelju. Nevraminidaze hidrolizirajo glikozidne vezi 
nekaterih molekul, kot so na primer glikoproteini, hemaglutinini pa so imunogeni 
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lipoproteini, ki pri okuženih psih povzročijo močan imunski odziv in tvorbo specifičnih 
protiteles, in vitro pa povzročajo vezavo eritrocitov na kolonije mikoplazem ter 
hemaglutinacijo s celicami. Pri M. cynos je bil opisan hemaglutinirajoči protein (angl. 
»M. cynos haemagglutinating protein« – HapA)  (Koprivec, 2016; Kastelic in sod., 2015). 
 
Majhno število raziskav v zvezi z M. cynos je verjetno posledica dejstva, da okužbe z M. 
cynos pogosto spremljajo tudi okužbe z drugimi patogeni in je zato izolacija in 




Citokini so majhni proteini, ki jih izločajo različne vrste celic in imajo specifičen vpliv na 
interakcije in komunikacijo med celicami. V telesu se ob endogeni ali eksogeni stimulaciji 
sintetizirajo in sproščajo hitro ter inducirajo proizvodnjo adhezijskih molekul, kisikovih 
zvrsti, metabolitov dušikovega oksida in lipidnih produktov, kot so prostagladini, 
levkotrieni in trombocite aktivirajoči faktor (Jergens in sod., 2009).  
 
Molekulska zgradba, genski zapisi in načini delovanja citokinov so pri različnih vrstah 
sesalcev zelo ohranjeni, podobnosti z njimi pa so značilne tudi za nekatere citokine pri 
višjih vretenčarjih, ki ne spadajo v razred sesalcev in celo pri nekaterih nevretenčarjih. 
Mehanizmi delovanja citokinov so tako v večji meri splošni in so predstavljeni v 
nadaljevanju (Bubanović in sod., 2004; Schneider in sod., 2001; Yoshiura in sod., 2003; 
Gibson in sod., 2014).    
 
Citokin je nadpomenka za več vrst signalnih proteinov, med katere spadajo limfokini 
(citokini, ki jih izločajo limfociti), monokini (citokini, ki jih izločajo monociti), kemokini 
(citokini s kemotaktičnimi lastnostmi) in interlevkini (citokini, ki jih izločajo levkociti in 
vplivajo na druge levkocite). Citokini lahko vplivajo na celice, ki jih izločajo (avtokrino 
delovanje), na bližnje celice (parakrino delovanje) in v nekaterih primerih tudi na 
oddaljene celice (endokrino delovanje). S sodelovanjem s specifičnimi citokinskimi 
inhibitorji in receptorji regulirajo imunski odziv in so ključni modulatorji vnetja. 
Sodelujejo pri razvoju akutnega in kroničnega vnetja, prek zapletene in včasih na prvi 
pogled protislovne mreže interakcij (Zhang in sod., 2007; Turner in sod., 2014). 
 
Citokine proizvajajo različne celične populacije, vendar v največji meri limfociti T in 
makrofagi. Različni tipi celic lahko izločajo enako vrsto citokinov, prav tako pa lahko 
posamezen tip celic proizvaja različne vrste citokinov. Različne vrste citokinov lahko 
izzovejo zelo podoben odziv celic. Pogosto delujejo v kaskadah, kjer posamezen citokin 
stimulira tarčno celico in s tem izzove izločanje dodatnih citokinov. Citokini lahko delujejo 
sinergistično ali antagonistično (Zhang in sod., 2007). 
 
Citokine lahko na način delovanja delimo tudi na vnetne in protivnetne. Vnetni citokini 
sodelujejo pri spodbujanju vnetnih reakcij, izločajo pa jih v večji meri aktivirani 
makrofagi. Med te spadajo predvsem IL-1, IL-8, IL-17, TNF-α in nekateri interferoni, kot 
sta IFN-β in IFN-γ. Protivnetni citokini, med katere štejemo IL-10, IL-11, IL-12 IL-13, IL-
19 in antagonist IL-1 receptorja, pa znižujejo nivo vnetnih reakcij prek delovanja na vnetne 
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citokine. Inhibitorno na vnetne citokine vplivajo tudi specifični receptorji za IL-1, TNF-α 
in IL-18. Obstajajo pa tudi citokini, ki delujejo vnetno ali protivnetno, odvisno od različnih 
okoliščin. To so predvsem levkemija-inhibitorni faktor, IFN-α, IL-6 in TGF-β (Zhang in 
sod., 2007; Turner in sod., 2014). Citokini, njihov izvor in funkcije so predstavljeni v 
preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Citokini in njihove lastnosti (Turner in sod., 2014). 
Skupina Citokin Izvor Tarčna celica Glavna funkcija 
Interlevkini IL-1 Makrofagi, limfociti 
B, dendritične 
celice. 
Limfociti B in T, 
naravne celice 
ubijalke. 
Zvišanje telesne temperature, 
spodbujanje vnetja, proliferacija 
in diferenciacija. 
 IL-2 Limfociti T. Aktivirani limfociti B 
in T, naravne celice 
ubijalke. 
Proliferacija in aktivacija. 
 IL-3 Limfociti T, naravne 
celice ubijalke. 
Matične celice.  
 
Proliferacija in diferenciacija 
krvotvornih prekurzorjev. 
 IL-4 Celice pomagalke. Limfociti B in T, 
makrofagi. 
Proliferacija limfocitov B in 
citotoksičnih limfocitov T, 
višanje izražanja MHC II, 
stimulacija proizvodnje IgG in 
IgE. 
 IL-5 Celice pomagalke. Eozinofilci, limfociti 
B. 
Stimulacija proizvodnje IgA in 
IgM. 







 IL-7 Stromalne celice 
kostnega mozga, 
epitelne celice. 
Matične celice. Rastni dejavnik za limfocite B in 
T. 
 IL-8 Makrofagi. Neutrofilci. Kemotaksa, spodbujanje vnetja. 
 IL-9 Limfociti T. Limfociti T. Rast in proliferacija. 
 IL-10 Limfociti T. Limfociti B in 
makrofagi. 
Inhibicija proizvodnje citokinov 
in funkcij mononuklearnih celic, 
zaviranje vnetja. 
 IL-11 Stromalne celice 
kostnega mozga. 
Limfociti B. Diferenciacija limfocitov B. 
 IL-12 Limfociti T. Naravne celice 
ubijalke. 




TNF-α Makrofagi. Makrofagi, tumorske 
celice. 
Aktivacija fagocitov, vnetni 
odziv pri septičnem šoku, 
inhibicija tumorogeneze. 




Vpliv na kemotakso in 
fagocitozo, indukcija drugih 
citokinov. 
Interferoni IFN-α Levkociti. Razične. Protivirusno delovanje. 
 IFN-β Fibroblasti. Razične. Protivirusno in 
protiproliferativno delovanje. 
 IFN-γ Limfociti T. Razične. Protivirusno delovanje, 
aktivacija makrofagov, večanje 
funkcij nevtrofilcov in 
monocitov, spodbujanje 





Matične celice in 
kostni mozeg. 
Proizvodnja granulocitov. 
 GM-CSF Limfociti T, 
makrofagi, 
fibroblasti. 
Matične celice. Proizvodnja granulocitov, 
monocitov in eozinofilcov. 
 M-CSF Fibroblasti, 
endotelijske celice. 
Matične celice. Poizvodnja in aktivacija 
monocitov. 
 eritropoetin Fibroblasti. Matične celice. Proizvodnja eritrocitov. 
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2.2.1 Vloga citokinov pri boleznih 
 
Razvoj vnetja in vzpostavitev učinkovitega odziva na okužbo sta, poleg številnih 
izvenceličnih imunskih molekul, v veliki meri regulirana prek citokinov. Ti omogočajo 
celicam, da urejajo kompleksen nabor signalnih poti in se s tem aktivirajo ter premikajo 
proti mestu okužbe. Pravilno izražanje in delovanje citokinov je tako nujno za vzpostavitev 
naravne imunosti in omogoča aktivacijo pridobljene imunosti (Turner in sod., 2014). Z 
določanjem koncentracij oziroma nivoja izražanja določenih citokinov lahko ocenimo, ali 
je potek imunskega odziva na določene patogene in bolezenska stanja normalen ali ne  
(Hirota in sod., 1996; Calvalido in sod., 2016; Fang in sod., 2016; Mavropoulou in sod., 
2016; Hegemann in sod., 2005; Jayagopala Reddy in sod., 2000; Cizelj in sod., 2016; 
Lavrič in sod., 2008). 
 
Čeprav je regulacija vnetja in imunskega odziva ključnega pomena za zaščito pred okužbo 
in poškodbami, pa je napačni oziroma prekomerno delovanje citokinov povezano s 
številnimi različnimi boleznimi. Prekomerno izražanje IL-1 in IL-6 naj bi bilo povezano z 
različnimi kroničnimi vnetnimi in avtoimunskimi motnjami. Pri človeku med njih spadajo 
predvsem diabetes tipa I, revmatoidni artritis, lupus nefritis, luskavica in sistemska 
skleroza ( Turner in sod., 2014; Rosa in sod., 2008; Park in sod., 2007; Portugal-Cohen in 
sod., 2012; Brugos in sod., 2012; Needleman in sod., 1992). Znano je, da je TNF-α 
vključen v patologijo več sistemskih bolezni, ima pa tudi bolj lokalen vpliv na razvoj 
motenj. Obstajajo povezave med vplivom tega citokina in razvojem revmatoidnega 
artritisa, Parkinsonove bolezni, Alzheimerjeve bolezni, Behçetove bolezni in periodičnega 
vročinskega sindroma povezanega z receptorjem za TNF (angl. »TNF receptor associated 
periodic syndrome« - TRAPS) (Brennan in sod., 1989; McCoy, 2006; Pay in sod., 2007; 
Turner in sod., 2012). Kar nekaj raziskav je pokazalo učinkovitost terapije s protitelesi 
proti TNF-α pri vnetnih boleznih. Odkritje funkcij TNF-α pri vnetjih sinovialnih ovojnic je 
pripeljalo do razvoja zaviralcev TNF-α, ki so se izkazali za zelo učinkovite (Feldmann in 
sod., 2010). 
 
Prav tako lahko pride do povišanja koncentracije določenih kemokinov in njihovih 
receptorjev pri različnimi vnetnimi obolenjih. Izražanje IL-8 je lahko tako povišano v 
sinovialni tekočini pri raznih revmatoidnih boleznih, ter v mukoznih membranah bolnikov 
z ulceroznim kolitisom (Seitz in sod., 1992; Mahida in sod., 1992). Povišane koncentracije 
nekaterih CC kemokinov oziroma β-kemokinov v sklepih obolelih za revmatoidnim 
artritisom sovpada s privabljanjem monocitov in limfocitov B v sinovialno tkivo 
(Loetscher in sod., 1994; Shadidi in sod., 2003). Patofiziologija luskavice je bila prav tako 
povezana z vnetjem, posredovanim prek kemokinov in aktivacijo limfocitov v koži (Flier 
in sod., 2001). Za določanje vloge različnih citokinov pri določenih boleznih se, poleg 
spremljanja koncentracije citokinov, uporablja tudi spremljanje izražanja receptorjev na 
različnih tipih levkocitov (Turner in sod., 2014). 
Nenormalno izražanje citokinov je bilo opisano tudi pri živalih z različnimi obolenji. 
Prašiči z artritisom, ki je posledica okužbe z M. hyorhinis, naj bi imeli povišane izražanje 
IL-1α, IL-6, IL-10 in TNF-α. (Jayagopala Reddy in sod., 2000). Koncentracije IL-1 in IL-6 
so povišane prav tako pri prašičih, obolelih za plevropnevmonijo, IL-1 in TNF-α pa v 
serumu krav s koliformnim mastitisom (Murtaugh in sod., 1996; Ohtsuka in sod., 2001). 
Zvišanje koncentracij ali izražanja citokinov IL-1β, IL-6 in IL-8  je prisotno tudi pri 
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različnih nalezljivih boleznih kokoši, ki jih povzročajo protozoji iz rodu Eimeria, bakterije 
iz rodu Salmonella in različni virusi (Laurent in sod., 2001; Kaiser in sod., 2000; Lynagh 
in sod., 2000; Henderson in sod., 1999). Zvišano izražanje IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, IL-16, 
IFN-α, IFN-γ in nekaterih drugih citokinov, so opisali tudi v različnih organih kokošjih 
embriev pri okužbi z M. synoviae in virusom newcastleske bolezni (Bolha in sod., 2013) 
 
2.2.1.1 Vloga citokinov pri boleznih psov 
 
Določeni tipi rakavih obolenj se lahko razvijejo zaradi motenj v regulaciji citokinov in pri 
svojem napredovanju vplivajo na moteno delovanje le-teh (Dranoff, 2004; Vendrame in 
sod., 2011). Citokini lahko tako predstavljajo dragocen nadomestek markerjev 
napredovanja tumorjev in so lahko neposredno vključeni v patogenezo rakavih obolenj 
prek interakcij neoplastičnih celic in tumorskega mikrookolja (Fabre-Guillevin in sod., 
2006). Do sprememb v izražanju nekaterih citokinov lahko tako pride tudi pri razvoju 
limfoma pri psih. Primerjava koncentracij citokinov v serumu psov z limfomom limfocitov 
B, limfomom limfocitov T in zdravih psov, je pokazala znatno povišanje koncentracij 
monocitnega kemoprivlačnega proteina 1 (angl. »monocyte chemoattractant protein« - 
MCP-1), IL-6 in IL-10 pri psih, obolelih za limfomom. Koncentracije MCP-1 in IL-10 so 
bile, v primerjavi z zdravimi psi, višje pri psih z limfomom limfocitov T. IL-6 je bil pri 
psih z limfomom limfocitov T prisoten v precej večji meri, kot pri psih z limfomom 
limfocitov B (Calvalido in sod., 2016). 
 
Pri psih, obolelih za kronično vnetno črevesno boleznijo in prerastom bakterij v tankem 
črevesju (angl. »small intestinal bacterial overgrowth« - SIBO), je bilo opaženo povišano 
izražanje citokinov IL-2, IL-5, IL-12p40, TNF-α, and TGF-β1 (German in sod., 2000). 
Jergens in sod. (2009) pa so prišli do nekoliko nasprotujočih si zaključkov. Pri psih, prav 
tako obolelih za kronično vnetno črevesno boleznijo, so zaznali znižan nivo izražanja IL-
1α, IL-1β, IL-2, IL-10, TNF-α, TGF-β1 in IFN-γ ter povišan nivo izražanja IL-12p40 in 
IL-4. 
 
Spremembe v izražanju nekaterih citokinov so bile opažene tudi pri psih, ki trpijo za 
določenimi srčnimi boleznimi. V primeru bolezni mitralne srčne zaklopke je bil povišan 
nivo izražanja IL-8 in TGF-β1 (Mavropoulou in sod., 2016). Pri psih s srčnim 
popuščanjem pa naj bi bilo povišano izražanje IL-1β in IL-2, TNF-α in TGF-β3 pa znižano 
(Fonfara in sod., 2012). 
 
Raziskava, ki so jo opravili Safra in sod. (2016) kaže na znatno povišanje koncentracije IL-
1β, IL-18, IL-6, GM-CSF, CXCL10, TNF-α in IL-10 v serumu psov s kostno boleznijo 
hipertrofično osteodistrofijo.  
Pri psih s prirojenim portosistemskim obvodom (angl. »portosystemic shunt«), ki 
povzroča, da kri iz želodca, črevesja, vranice in trebušne slinavke zaobide jetra in vstopi 
naravnost v telesni krvni obtok, naj bi bila koncentracija IL-6 v plazmi zelo povečana 
(Kilpatrick in sod., 2014). 
 
Raziskava, opravljena s strani Hegemann in sod. (2005), je bila osredotočena na 
primerjavo profilov citokinov IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, 
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IFN-γ, TGF-β in TNF-α pri psih z imunsko posredovanim poliartritisom (angl. »immune-
mediated polyarthritis«) in osteoartritisom. Obe bolezni sta pokazali podoben nivo 
izražanja cikotinov, z razliko v občutno nižjem izražanju IL-1β pri obolelih za 
osteoartritisom. Izražanje IL-4 je bilo pri obeh obolenjih skoraj nezaznavno, izražanje 





Družina interlevkinov-1 obsega 11 citokinov, med katere spadajo IL-1α, IL-1β, antagonist 
IL-1 receptorja, IL-18, IL-33, IL-37 in še nekaj drugih. Te citokine izločajo različni tipi 
celic, predvsem makrofagi, limfociti B in T ter dendritične celice. Delujejo  vnetno ali 
protivnetno (Boraschi in sod.., 2011).  
 
IL-1β, katerega spremembe v izražanju smo spremljali tudi mi, je močan vnetni citokin, ki 
ima stimulatorni učinek na limfocite T CD4+ in spodbuja diferenciacijo v celice 
pomagalke (Santarlasci in sod., 2013). Sintetizirajo ga številni tipi celic, med njimi 
imunske celice, kot so monociti, makrofagi in nevtrofilci ter neimunske celice, kot so 
hepatociti fibroblasti in endotelijske celice (Arend in sod., 2008; Zhang in sod., 2007). 
Izražanje IL-1β izzovejo predvsem virusne in mikrobne molekule ter poškodbe celic, v 
določenih primerih pa se stimulira tudi sam (Dinarello, 2009). Nekatere študije kažejo, da 
naj bi se IL-1β izražal tudi v senzoričnih nevronih dorzalnih ganglijev hrbtenjače ob 
poškodbah perifernih živcev ali mikroglia celic in astrocitov v centralnem živčevju 
(Copray in sod., 2001; Yan in sod., 1992). Citokin naj bi tudi vplival na povečano 
proizvodnjo živčnega prenašalca substance P in prostagladina E2, ki sta oba povezana z 
razvojem vnetja in bolečine (Jeanjean in sod., 1995; Schweizer in sod., 1988). 
 
Indukcija izražanja poteka prek stimulacije toll-u podobnih receptorjev (angl. »toll-like 
receptor« - TLR) in NOD-u podobnih receptorjev (angl. »nucleotide-binding 
oligomerization domain-like receptor« - NLL receptorjev) (Kawai in sod., 2011). Vsi 
predstavniki družine IL-1, vključno z IL-1β, so navadno sintetizirani kot prekurzorji brez 
sekretorne signalne sekvence in morajo biti cepljeni, da se pretvorijo v aktiven citokin 
(Casanova in sod., 2011). Protolitično cepitev opravi encim interlevkin-1 pretvarjajoči 
encim (angl. »Interleukin-1 converting enzyme -ICE) ali kaspaza-1, ki se nahaja znotraj 
posebnega znotrajceličnega kompleksa inflamasoma (Dinarello, 2009). 
 
IL-1β se na površini celice veže na IL-1R1 receptor. Funkcionalni receptor predstavlja 
heterodimerni kompleks IL-1R proteina in IL-1R dodatnega proteina (angl. »accessory 
protein«)  (IL-1RAcP). IL-1β se najprej veže na IL-1R1 receptor, kar izzove vključitev IL-
1RAcP in nastanek signalnega kompleksa. IL-1R spada v družino IL-1R/TLR receptorjev, 
saj vsebuje ohranjeno citoplazemsko Toll/IL-1R (TIR) domeno (O’Neill, 2008). Ob vezavi 
citokina na receptor pride do interakcije med TIR domeno in adaptorsko molekulo 
mieloidnim diferenciacijskim dejavnikom 88 (angl. »myeloid differentiation factor 88« - 
MyD88), kar omogoča prenos signala in aktivacijo z mitogenom aktiviranih proteinskih 
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kinaz (MAPK) in transkripcijskega dejavnika NF-ĸB ter s tem izražanje drugih vnetnih 
citokinov (Elzinga in sod., 2008). Proces je prikazan na sliki 1. 




Družina interlevkin-6 vsebuje le dva predstavnika, IL-6 in IL-11. IL-6 izloča veliko 
različnih tipov celic, od mononuklearnih fagocitov, do limfocitov T in B, fibroblastov, 
endotelijskih celic, keratinocitov, hepatocitov in celic kostnega mozga (Jücker in sod., 
1991). IL-6 sodeluje pri nastajanju novih krvnih celic in je ključen za končno dozorevanje 
limfocitov B v plazmatke, ki proizvajajo protitelesa, aktivacijo limfocitov T, diferenciacijo 
in regulacijo celic pomagalk in regulatornih limfocitov T (Kishimoto, 2010; Smith in sod., 
2014; Takeda in sod., 1998). Pomemben je tudi pri izločanju proteinov akutne faze iz jeter 
pri povečanem stresu organizma, pri čemer sodeluje z IL-1 (Dinarello, 2009; Gauldie in 
sod., 1989).  
 
IL-6 ima osrednjo vlogo pri odzivu na poškodbe živcev in je vključen v aktivacijo 
mikroglia celic in astrocitov ter regulacijo izražanja nevropeptidov (Hirota in sod., 1996; 
Klein in sod., 1997). Prispeval naj bi tudi k razvoju nevropatske bolečine po poškodbah 
perifernih živcev (Ramer in sod., 1998). 
 
Signal, ki ga sproži IL-6 se začne z vezavo citokina na α verigo IL-6 receptorja (IL-6R) in 
komponento za prenos signala gp130 (Peters in sod., 1998). Gp130 je signalni pretvornik 
pri obeh citokinih iz družine IL-6 in se izraža na precejšnjem številu celičnih tipov, med 
tem ko je IL-6R podenota prisotna le na površini limfocitov in hepatocitov (Taga in sod., 
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1997; Goette in sod., 2010). Po vezavi citokina se signal prenese prek verig proteina go130 
in s tem spodbudi vezavo Janus kinaz (JAK) na citoplazemski del receptorja, kar privede 
do fosforilacije receptorja. Prek tega se fosforilira tudi transkripcijski dejavnik prenosnik 
signala in aktivator transkripcije 3 (angl. »Signal transducer and activator of transcription 3 
- Stat3), kar privede do prenosa regulatornega proteina Stat3 v jedro celice in s tem 
izražanja vnetnih genov in znotrajceličnih adhezijskih molekul (Peters in sod., 1998). 
Proces je prikazan na sliki 2. 
 




Interlevkin-8 spada v skupino vnetnih kemokinov, saj omogoča kemotakso, ki se v tem 
primeru izraža v usmerjanju imunskih celic do mesta okužbe ali poškodbe. Čeprav je 
kemotaksa glavna lastnost kemokinov, pa je njihova fiziološka vloga veliko bolj zapletena. 
Številni predstavniki predstavljajo pomemben vlogo pri zagotavljanju homeostaze in pri 
hematopoezi, vzpostavitvi pridobljenega imunskega odziva in pri splošnem nadzoru 
imunskega sistema (Constantin in sod., 2000; Moser in sod., 2004). 
 
IL-8 je eden najbolj preučevanih kemokinov. Je ključen vnetni posrednik, na začetku 
prepoznan predvsem po svoji vlogi pri usmerjanju nevtrofilcev po čemer je dobil tudi ime 
aktivatorski protein nevtrofilcev (angl. »neutrophil activating protein« - NAP-1) in 
kemotaktični dejavnik nevtrofilcev (angl. »neutrophil chemotactic factor« - NCF) (Miller 
in sod., 1992; Baggiolini in sod., 1992). Čeprav je pri vnetju glavna vloga IL-8 privabljanje 
nevtrofilcev, je citokin odgovoren tudi za migracijo in aktivacijo monocitov, limfocitov, 
bazofilcev in eozinofilcev na mesto vnetja (Miller in sod., 1992). Poleg tega deluje kot 
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IL-8 obstaja v monomerni in dimerni obliki in čeprav je kinetika pri obeh različna, sta obe 
obliki pomembni za uspešno aktivacijo nevtrofilcev. Monomerna oblika se v večini nahaja 
v plazmi, med tem ko je dimerna oblika pogosteje prisotna v tkivih (Das in sod., 2010). 
Razlog za obstoj dimerne oblike v tkivih je v tem, da se za razliko od monomerne, 
učinkoviteje veže na polisaharide glikozaminoglikane (GAG), kar olajša vezavo na 
endotelijske celice in hkrati na kemokinske receptorje CXCR1 oziroma CXCR2 na 
nevtrofilcih (Das in sod., 2010). Čeprav se lahko IL-8 veže na oba kemokinska receptorja 
nevtrofilcev, je kemotaksično signaliziranje pogojeno predvsem z vezavo na CXCR1 
receptor (Hall in sod., 1999; Hammond in sod., 1995). 
 
Po vezavi citokina na receptor CXCR1 ali CXCR2 pride do aktivacije signalnih kaskad 
znotraj tarčnih celic in s tem do indukcije kemotakse in degranulacije. Pri degranulaciji 
pride do izpusta protimikrobnih citotoksičnih molekul, kot sta encima lizocim in 
mieloperoksidaza ter proteini defenzini, iz sekretornih veziklov oziroma granul 
nevtrofilcev. Te kaskade se sprožijo primarno prek aktivacije znotrajceličnih proteinov G, 
kar privede do ločitve proteinov od receptorja in vpliva na gensko izražanje in s tem 
spodbudo proliferacije celic in vnetja. Do degranulacije pride prek proizvodnje 3,4,5-
inozitol trifosfata (angl. »3,4,5-inositol triphosphate« - IP3) (Baggiolini in sod., 1992). 
Proces je prikazan na sliki 3. 
Slika 3: Vezava IL-8 na receptor in prenos signala (Turner in sod., 2014: 2570). 
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NF-ĸB predstavlja družino transkripcijskih dejavnikov, ki imajo ključno vlogo pri razvoju 
vnetja in pridobljene imunosti ter razvojnih procesih, celični rasti in apoptozi (Hoesel in 
sod., 2013). Prvič so bili opisani leta 1986 kot jedrni dejavniki, ki se vežejo na ojačevalno 
zaporedje gena za kapa lahko verigo imunoglobulina aktiviranih limfocitov B. Od tod tudi 
ime jedrni dejavnik ojačevalnega zaporedja kapa lahke verige aktiviranih limfocitov B 
(angl. »nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells«) (Sen in sod., 
1986). Kmalu za tem je postalo jasno, da se ti proteini, ki so zmožni vezave na specifična 
mesta na DNA, izražajo v skoraj vseh tipih celic in regulirajo številne tarčne gene s 
širokim naborom funkcij (May in sod., 1998). Transkripcijski dejavniki iz družine NF-ĸB 
tako regulirajo izražanje genov za citokine, rastne faktorje, imunoregulatorne molekule, 
molekule za adhezijo celic, proteine akutne faze, odziv na stres, površinske celične 
receptorje, regulatorje apoptoze, encime in druge (Kumar in sod., 2004). 
 
Družino NF-ĸB sestavlja pet članov transkripcijskih dejavnikov, in sicer p65 (imenovan 
tudi RelA), RelB, c-Rel, NF-ĸB1 in NF-ĸB2. Za razliko od ostalih članov, sta NF-ĸB1 in 
NF-ĸB2 sintetizirana kot prekurzorja p105 in p100 in se kasneje proteolitično pretvorita v 
končno aktivno obliko p50 in p52. Proces pretvorbe poteka po ubikvitin-proteasomski poti 
in vključuje odcep C-terminalnega dela proteina, ki vsebuje ankirinske ponovitve 
(proteinski motiv iz 33 aminokislinskih ostankov, sestavljenih iz dveh alfa heliksov, 
ločenih z zankami) (Caamano in sod., 2002; Gilmore, 2006). Vseh pet članov tvori homo- 
ali heterodimere, skupnih pa jim je tudi nekaj strukturnih značilnosti, kot je na primer Rel 
homologna domena, ki je ključna za dimerizacijo in vezavo na sorodne DNA elemente 
(May in sod., 1997). Vežejo se na tako imenovana ĸB mesta na DNA, ki obsegajo 9-10 
baznih parov in so izredno variabilna (Gilmore, 2006). 
 
Velik del nalog, ki jih opravljajo proteini iz družine NF-ĸB, predstavlja usmerjanje razvoja 
in proliferacije limfocitov B in T. Nepravilna regulacija teh procesov pa lahko vodi v 
razvoj številnih bolezenskih stanj, vključno z rakom, artritisom, astmo, 
nevrodegenerativnimi boleznimi, srčnimi boleznimi, multiplo sklerozo, Alzheimerjevo 
boleznijo, kronično vnetno črevesno boleznijo, kožnimi boleznimi in diabetesom. 
 
2.3.1 Mehanizmi aktivacije NF-ĸB 
 
Aktivnost NF-ĸB je močno uravnavana z interakcijami z inhibitornimi proteini IĸB, kot so 
IĸBα, IĸBβ, IĸBγ in IĸBε. Ti inhibitorji imajo različno afiniteto do posameznih dimerov 
NF-ĸB, skupne pa so jim ankirinske ponovitve, ki sodelujejo z DNA vezavnimi domenami 
transkripcijskih dejavnikov, in jih na ta način naredijo transkripcijsko neaktivne. Ker 
prekurzorja p105 in p100 prav tako vsebujeta ankirinske ponovitve, imata lahko tudi sama 
inhibitorno funkcijo za končno obliko NF-ĸB1 in NF-ĸB2 (p50 in p52). Za razliko od 
ostalih članov družine NF-ĸB, p50 in p52 ne vsebujeta transaktivacijske domene, ki ima 
vezavna mesta za druge proteine, ki vplivajo na aktivacijo transkripcije. (Marienfeld in 
sod., 2003). Zaradi tega delujejo dimeri p50 in p52, ki se vežejo na NF-ĸB elemente 
genskih promotorjev, kot represorji transkripcije. V nasprotnem primeru, torej če se vežejo 
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na transkripcijski dejavnik, ki vsebuje transaktivacijsko domeno (p65 ali RelB), pa delujejo 
kot aktivatorji transkripcije (Hayden in sod., 2012). Kompleksnost tega transkripcijsko-
regulatornega sistema poveča še dejstvo, da so posamezni dimeri NF-ĸB različno dovzetni 
za spremembe v DNA-vezavnih sekvencah (Wong in sod., 2011). Tako lahko različni 
dimeri NF-ĸB na različne načine inducirajo različne tarčne gene. Poleg tega podenote NF-
ĸB vsebujejo mesta za fosforilacijo in ostale posttranslacijske modifikacije, ki so 
pomembne za aktivacijo in povezave z drugimi signalnimi potmi (Caamano in sod., 2002).  
 
V večini celic so NF-ĸB prisotni v latentni, neaktivni obliki, vezani v kompleksu z 
inhibitorji IĸB v citoplazmi. Aktivacija NF-ĸB poteka v večji meri prek dveh poti. Najbolj 
temeljito sta opisani kanonična in nekanonična aktivacijska pot, imenovani tudi klasična in 
alternativna pot (Gilmore, 2006; Hoesel in sod., 2013). 
 
Pri kanonični poti se prenos signala začne z vezavo lipopolisaharidov, TNF-α ali IL-1 na 
receptor TLR, receptor TNF-α (TNFR) ali receptor IL-1 (IL-1R) na površini celice. To 
vodi v aktivacijo IĸB kinaznega (IKK) kompleksa, sestavljenega iz podenot katalitičnih 
kinaz (IKKα in/ali IKKβ) ter proteina, imenovanega NF-ĸB esencialni modulator (angl. 
»NF-ĸB essential modulator« - NEMO). Prek tega kompleksa pride do fosforilacije in 
razgradnje IĸB in s tem aktivacije dimerov NF-ĸB (predvsem p50/RelA kompleksov), kar 
omogoča njihov vstop v jedro in aktivacijo transkripcije (Hayden in sod., 2008; Hoffmann 
in sod., 2006). 
 
Nekanonična pot obstaja predvsem za aktivacijo kompleksov p100/RelB. Signal sproži 
aktivacija za limfocite B aktivirajočega dejavnika (angl. »B-cell activation factor« - 
BAFFR), CD40, aktivatorja receptorja za NF-ĸB (angl. »receptor activator for nuclear 
factor kappa B« - RANK) ali limfotoksin β receptorja (angl. »lymphtoxin β-receptor« - 
LTβR). To vodi v aktivacijo IKKα prek NF-ĸB inducirajoče kinaze (angl. »NF-ĸB 
inducing kinase« - NIK). IKKα lahko nato fosforilira p100/RelB kompleks, kar omogoča 
pretvorbo p100 v p52 in prenos dimera p52/RelB v jedro ter s tem aktivacijo transkripcije 
(Sun, 2011; Xiao in sod., 2001; Perkins, 2007). 
 
Grafični prikaz poteka obeh poti aktivacije NF-ĸB se nahaja na sliki 4. 
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Slika 4: Potek kanonične in nekanonične signalne poti aktivacije NF-ĸB (Gilmore, 2006: 6682). 
 
2.4 CELICE DH82 
 
Celice DH82 predstavljajo trajno celično linijo, izolirano iz kostnega mozga zlatega 
prinašalca, obolelega za maligno histiocitozo. Bolezen se odraža v neoplastični proliferaciji 
histiocitov in njihovem razširjanju v limfnih vozlih in pljučih. Celična linija je bila opisana 
kot histiocitna na podlagi morfoloških lastnosti, prisotnosti receptorjev Fc, zmožnosti 
fagocitoze in adherence v kulturi (Wellman in sod., 1988; Heinrich in sod., 2015). V 
primerjavi s pasjimi makrofagi proizvaja tudi podobno količino TNF, IL-8 in IL-12 
(Barnes in sod., 2000; Gröne in sod., 1999). 
 
Celice rastejo v delno adherentnem enoplastnem sloju. Po obliki so kroglaste, njihov 
premer pa je povprečno med 25 in 35 µm. V bazofilni citoplazmi se nahajajo eozinofilne 
granule in vakuole. Nekatere celice fagocitirajo druge celice v kulturi. Jedro je okroglo in 
ekscentrično, jedrca, ki jih je v notranjosti jedra lahko več, pa relativno velika in 
nepravilnih oblik. Celice so pozitivne na Fcγ receptorje in negativne na Fcµ in C3b 
receptorje, površinske imunoglobuline in CD90 antigen (Wellman in sod., 1988). 
 
Vseeno pa jim daje njihov neoplasični značaj določene specifične lastnosti, ki jih navadni 
pasji monociti ne posedujejo. Najbolj očitne so različno število kromosomov in znižano 
izražanje IL-1 ter povišano izražanje IL-6, pa tudi različno reagiranje z določenimi 
selektivnimi barvili, kot so alfa naftil acetat esteraza, alfa naftil butirat esteraza, kisla 
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fosfataza, sudan črno, kloracetat esteraza in alkalna fosfataza (Wellman in sod., 1988; 
Barnes in sod., 2000). 
 
Celična linija DH82 se pogosto uporablja pri raziskavah novih učinkovin proti raku in 
proliferaciji celic, kot so flavonoidi in resveratrol (Silva in sod., 2013; Empl in sod., 2014). 
Kot model se je izkazala za uporabno tudi pri študijah imunskega odziva pri raku in pri 
raziskavah poteka različnih okužb. Zanimive so predvsem študije okužb z virusom pasje 
kuge (angl. »canine distemper virus« - CDV) in njegove sposobnosti okuževanja rakavih 
celic ter s tem razvoja modela za preučevanje mehanizmov virusno posredovane onkolize 
(Wasserman in sod., 2012; Puff in sod., 2009; Lapp in sod., 2014). Celice so pokazale tudi 
velik potencial pri in vitro raziskavah znotrajcelične bakterije Ehrlichia canis, ki parazitira 
pasje monocite in makrofage, ter pri preučevanju citotoksičnosti nekaterih zdravil proti 
malariji (Zweygarth in sod., 2013; Chikazawa in sod., 2014). 
 
Raziskava, ki so jo opravili Heinrich in sod. (2015), se je osredotočila na morfološke in 
fenotipične razlike med celicami DH82 v zgodnjih pasažah (pred 14. pasažo) in poznih 
pasažah (po 66. pasaži). Poudarek je bil na izražanju imunskih molekul, vključenih v 
prepoznavanje antigenov (CD14), predstavljanje antigenov (CD45, MHC I in II), adhezijo 
celic (CD11c, CD18, CD44, ICAM-1) ter kostimulatornih molekul (CD80, CD86). Odkrili 
so, da so pri celicah iz zgodnjih in poznih pasaž, opazne očitne morfološke razlike. 
Velikost celic iz zgodnjih pasaž je bila v povprečju 16,8 µm, po obliki pa so bile okrogle 
oziroma sferične. Na drugi strani so bile tiste iz poznejših pasaž večje (v povprečju 40,9 
µm) in bolj sploščene, imele pa so tudi citoplazemske izrastke, ki so merili tudi več kot 30 
µm v dolžino.  
 
Razlike so se pokazale tudi na nivoju izražanja imunskih molekul. Med celicami, gojenimi 
do poznih pasaž, je bilo precej manj tistih, ki so izražale površinske molekule CD11c, 
CD14, CD18, CD45 in CD80. To pomeni, da celice skozi pasažiranje počasi izgubljajo 
nekatere pomembne karakteristike, kot je na primer izražanje makrofagno specifičnih 
antigenov ter prepoznavanje tujih antigenov. Razlog za te spremembe je verjetno v 
naraščanju števila mutacij in postopni dediferenciaciji v smislu večanja neoplastičnega 
napredovanja (Heinrich in sod., 2015). 
 
Kljub široki uporabnosti in primernosti te celične linije, kot raziskovalni model pasjih 
makrofagov, je torej potrebno upoštevati, da fenotipske in funkcionalne razlike med 
neoplastičnimi in navadnimi celicami obstajajo. Ključnega pomena pri načrtovanju in 
vrednotenju raziskav je očitno izbira primerne pasaže (Heinrich in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 CELIČNA LINIJA DH82 
 
Za poskus smo uporabili trajno celično linijo pasjih makrofagom podobnih celic DH82 
(ECACC 94062922), ki smo jo pridobili od prof. dr. Wolfganga Baumgaertnerja iz 
Univerze za veterinarsko medicino v Hannovru.  Celice so bile pred začetkom našega dela 
v deveti pasaži. 
 
3.1.1 Gojišče za celice DH82 
 
Celice smo pred glavnim poskusom gojili do primernega števila v tekočem gojišču, ki je 
bilo sestavljeno iz osnovnega minimalnega gojišča Eagle's Minimum Essential Medium 
(EMEM, Sigma Aldrich) z dodanim 10 % fetalnim govejim serumom (FBS HyClone, 
Thermo Scientific), 1 % raztopino neesencialnih aminokislin (NEAA, Sigma Aldrich) ter 1 
% antibiotika penicilin/streptomicin (Krka). Osnovno gojišče EMEM smo pripravili po 
navodilih proizvajalca in umerili pH  na 6,9 ter ga filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 
µm (Acrocap Filter Unit 4480, Pall Life Sciences) s črpalko Microgon70. 
 
En dan pred poskusom smo celice prenesli v gojišče, ki je vsebovalo vse zgoraj naštete 
sestavine, razen antibiotika. S tem smo preprečil vpliv antibiotika na kasneje dodane 
mikoplazme. 
 
3.1.2 Gojenje celic DH82 
 
Celice smo do želenega števila gojili v zgoraj opisanem gojišču v gojitvenih posodah s 
površino 75 cm
2
. Inkubacija je potekala v celičnem inkubatorju na 37 °C in v atmosferi s 5 
% CO2. Ker so celice semi-adherentne, jih je potrebno presaditi, ko dosežejo 90 % do 100 
% konfluenco (Heinrich in sod., 2015). V našem primeru je bilo to približno enkrat na 
teden. To smo naredili tako, da smo celice najprej iz dna gojitvene posode postrgali s 
celičnim strgalom (TPPA99002, VWR), jih skupaj z gojiščem prestavili v plastično 
epruveto in centrifugirali 10 min na 900 obr/min. Po centrifugiranju smo supernatant 
zavrgli, v epruveto dodali 10 ml svežega gojišča in celice dobro resuspendirali. Polovico 
gojišča s celicami smo nato prestavili v že prej uporabljeno gojitveno posodo, drugo 
polovico pa v novo posodo. V posodi smo nato dodali po 5 ml svežega gojišča, tako da je 
bilo na koncu v obeh posodah po 10 ml gojišča s celicami. Potrebna je bila tudi menjava 
gojišča na vsaka 2 do 3 dni. 
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Za gojenje celic in delo z njimi smo uporabljali naslednje naprave in aparature: 
 
 laminarija Biostar in PV-30/70, oboje Telstar®; 
 Sanyo CO2 celični inkubator; 
 centrifuga Tehtnica 322A; 
 mikroskopi Olympus CK2, Motic AE31 ter Nikon Eclipse TE 2000 s krmilnikom; 
Märzhäuser Wetzlar Tango Desktop; 
 spektrofotometer BIO-TEK EL808; 
 vodna kopel Kambič; 
 avtomatska multikanalna pipeta Sartorius Biohit e300; 
 avtomatizirani celični števec LUNA-FL™ automated cell counter, Logos Biosystems. 
 
3.1.3 Štetje celic z avtomatiziranim celičnim števcem LUNA-FL™ 
 
Celice smo šteli tako, da smo jih z dna gojitvenih posodic postrgali s strgalom, jih dobro 
resuspendirali in 10 µl vzorca dodali enak volumen barvila tripan modro (0,4 %, Logos 
Biosystems, T13001). Nato smo 10 µl mešanice celic in tripana prenesli v števno ploščico 
polavtomatskega števca LUNA-FL™ (Logos Biosystems).  
 
Avtomatizirani celični števec LUNA-FL™ omogoča hitro in natančno štetje živih in 
mrtvih celic brez omejitev glede na vrsto celic. Naprava omogoča štetje celic s pomočjo 
vidne in fluorescenčne svetlobe. V našem primeru smo uporabili štetje z vidno svetlobo in 
za to namenjene števne ploščice za enkratno uporabo (Logos Biosystems, L12001). Celice 
smo obarvali s priloženim barvilom tripan modro. Za učinkovitejše prepoznavanje celic 
omogoča naprava nastavitev parametrov, kot so velikost, oblika in okroglost celic. Po 
opravljenem štetju se na zaslonu izriše slika živih (obkrožene z zeleno barvo) in mrtvih 
celic (obkrožene z rdečo barvo) ter statistični podatki vključno z viabilnostjo, skupnim 
številom, povprečno velikostjo celic in podobno (slika 5). 
 
 
Slika 5: Statistični podatki preštetih celic (levo, Luna-Fl™... 2016: 3) ter slika označenih živih in mrtvih celic 
(desno). Oboje pridobljeno z avtomatiziranim celičnim števcem LUNA-FL™. 
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3.1.4 Določanje podvojevalnega časa celic DH82 
 
Za uspešno delo s celicami je bilo najprej potrebno določiti njihov podvojevalni čas in 
rastno dinamiko. To smo izvedli tako, da smo celice prenesli na gojitvene plošče s 24 
luknjami v koncentraciji 10
4
 celic/ml ter spremljali njihovo število vsakih 24 ur, naslednje 
4 dni. Ob vsaki časovni točki, torej 24, 48, 72 in 96 h po nasaditvi, smo celice z dna luknje 
postrgali s celičnim strgalom, jih resuspendirali ter 10 µl suspenzije vzeli za štetje. Temu 
smo dodali 10 µl barvila tripan modro (0,4 %, T8154, Sigma Aldrich), spet resuspendirali 
in 10 µl mešanice barvila in celice prenesli v Neubaurejevo števno komoro ter jih prešteli 
pod mikroskopom. Barvilo deluje tako, da preide skozi poškodovano membrano mrtvih 
celic in s tem obarva njihovo citoplazmo, žive pa ostanejo neobarvane. V vsaki časovni 
točki smo celice prešteli v dveh ponovitvah. 
 
Število živih celic smo določili s pomočjo formule (1). 
 
 N = a × R × V × 10
4
              … (1) 
 
N predstavlja število živih celic, a povprečno število celic v kvadrantu, R redčitveni faktor 
(v našem primeru 2), V volumen celotne celične suspenzije, 10
4
 pa volumen celične 
suspenzije nad kvadrantom števne komore. 
 
Podvojevalni čas smo izračunali z uporabo formule (2). 
 
             
     




                ... (2) 
 
Dt predstavlja podvojevalni čas celic, t čas inkubacije, Nk število celic na koncu in Nz 
število celic na začetku inkubacije (ATCC
®
 ..., 2012). 
 
3.1.5 Preverjanje vpliva gojišča za mikoplazme na celice DH82 
 
Pred začetkom glavnega poskusa smo se hoteli prepričati, da gojišče za mikoplazme nima 
negativnih vplivov na rast celic DH82. Pri glavnem poskusu smo namreč med 
okuževanjem celic DH82 z M. cynos le-te inkubirali v mešanem gojišču za celice in 
mikoplazme. Celice smo prestavili v gojišče za celice in mikoplazme (razmerje 1:1), ter 
spremljali viabilnost po zgoraj opisanem postopku v časovnih točkah 0, 3, 6, 12, 24 in 48 
h. Poleg tega smo naredili še negativno kontrolo, pri kateri smo enako število celic prenesli 
v standardno gojišče za celice DH82. Enak poskus je bil v laboratoriju opravljen že prej, 
zato smo naredili samo eno ponovitev. 
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3.2 Mycoplasma cynos 
 
Za okuževanje celic smo uporabili bakterijo Mycoplasma cynos (sev H831) iz zbirke 
mikroorganizmov Katedre za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo 
Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani.  
 
 
Slika 6: Koloniji M. cynos pri 40-kratni povečavi. 
 
3.2.1 Gojišče za mikoplazme 
 
Mikoplazme smo namnožili do primernega števila v tekočem gojišču. Pri določanju števila 
mikoplazem pa smo le-te gojili na trdnem agarskem gojišču. Sestavine obeh gojišč so 
predstavljene v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Sestava tekočega in trdnega gojišča za mikoplazme. 
Tekoče gojišče (500ml) Trdno gojišče (125 ml) 
Sestavina Koncentracija (%) Sestavina  Koncentracija (%) 
Konjski serum (26050-




088, Thermo Scientific) 
 16 
Bacto PPLO Broth base 
(255420, BD Difco) 
 
2,25 
Noble Agar (214220, 
BD Difco) 
 0,26 




Bacto PPLO Broth Agar 
(241210, BD Difco) 
 2,26 























MilliQ voda 82,10 MilliQ voda  79,21 
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3.2.2 Gojenje mikoplazem in določanje števila z metodo štetja kolonij (CFU) 
 
Mikoplazme smo en dan pred poskusom odmrznili in prestavili v 9 ml tekočega gojišča in 
jih inkubirali pri 37-38 °C. Čez približno 18 h so bile v pozni logaritemski fazi oziroma 
pravi koncentraciji za izvedbo poskusa. 
 
Določanje števila mikoplazem smo izvedli po standardnem postopku s preverjanjem števila 
enot, ki tvorijo kolonije (angl. »colony forming units« - CFU) (Rodwell in Whitcomb, 
1983). Pri tej metodi namesto navajanja števila celic predpostavimo, da vsaka živa celica 
tvori ločeno kolonijo na gojišču, zato velja, da je število celic enako številu kolonij. 
Izvorno število celic smo tako izračunali s povprečnim številom CFU na ploščo, 
upoštevano redčitvijo vzorca, nanešenega na ploščo ter redčitvenim faktorjem. 
 
Število mikoplazem smo določili pred vsakim okuževanjem celic DH82, ter 3, 6, 12, 24 in 
48 h po dodatku celicam.  
 
S spremljanjem CFU mikoplazem v različnih časovnih točkah smo spremljali tudi vpliv 
mešanega gojišča (gojišče za celice DH82 in gojišče za mikoplazme v razmerju 1:1) na 
preživetje mikoplazem. 
 
3.3 DOLOČANJE DUŠIKOVEGA OKSIDA V SUPERNATANTIH CELIC DH82  
 
Želeli smo preveriti prisotnost dušikovega oksida (NO) v supernatantih celic DH82, 
okuženih z mikoplazmo M. cynos. Ker po več ponovitvah poskusa nismo dobili 
pričakovanih rezultatov in ker smo želeli preveriti, ali je problem v vrsti mikoplazme, 
celični liniji ali sami izvedbi testa, smo naredili navzkrižne teste z uporabo nekaterih 
drugih celičnih linij in nekaterih drugih agensov, ki so predstavljeni v preglednici 3.  
 
Preglednica 3: Celične linije in agensi, uporabljeni za določanje NO v supernatantih celic. 
Celična linija Agens 
DH82 
M. cynos, M. canis, M. synoviae 




Celice HD11 predstavljajo kokošjim makrofagom podobno trajno celično linijo. Gojili smo 
jih v osnovnem gojišču RPMI-1640 (R8755, Sigma Aldrich), pripravljenem po navodilih 
proizvajalca, z dodatkom 8 % FBS ter 2 % kokošjega seruma (C5405, Sigma Aldrich). 
 
Pasje epitelijske ledvične celice MDCK smo gojili v osnovnem gojišču EMEM, z dodanim 
10 % FBS. 
 
Poleg M. cynos smo za okuževanje uporabili še M. canis, ki pri psih povzroča urogenitalne 
bolezni in neplodnost, ter M. synoviae, ki povzroča okužbe dihal in sinovitis pri perutnini 
(L’Abee-Lund in sod., 2003; Kleven in sod., 2008). Prisotnost NO smo spremljali tudi po 
dodatku LPS E. coli (L3012, Sigma Aldrich) in LPS Salmonella enterica (L6143, Sigma 
Aldrich), oboje v koncentraciji 1 µg/ml. 
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Celice smo nanesli na gojitvene plošče s 96 luknjami ter jim dodali različne vrste 
mikoplazem oziroma LPS v treh tehničnih ponovitvah. Pred izvedbo testa smo celice 
inkubirali 24 h na 37 °C in pri 5 % CO2. Kot negativno kontrolo smo vsem celicam, 
namesto mikoplazme oziroma lipopolisaharidov (LPS), dodali fosfatni pufer (PBS). 
Za oceno koncentracije NO smo po navodilih proizvajalca 
(https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/0/griess-reagent-system-protocol.pdf) uporabili kit za izvedbo Griessovega testa 
(G2930, Promega) ter na koncu spektrofotometrično izmerili absorbanco z napravo 
EL808™ Plate Reader (BioTek). 
 
3.4 OBLIKOVANJE POTEKA OKUŽEVANJA CELIC DH82 Z M. cynos 
 
Del poskusa, ki je obsegal okuževanje celic DH82 z mikoplazmami in vzorčenje v 
različnih časovnih točkah, je potekal v gojitvenih ploščah s 6 luknjami. Vpliv mikoplazem 
na izražanje genov smo spremljali v sedmih časovnih točkah (0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h 
in 48 h). V poskusu smo imeli negativno kontrolo, ki so bile celice DH82, katerim smo 
namesto mikoplazem dodali enak volumen fosfatnega pufra (PBS), ter pozitivno kontrolo, 
kjer smo celicam DH82 dodali lipopolisaharide (LPS) bakterije Escherichia coli 
(koncentracija 100 ng/ml). LPS smo uporabili kot pozitivno kontrolo, ker je znana potentna 
imunogena molekula, ki izzove močan imunski odziv. Vsak vzorec smo vzorčili v vseh 
časovnih točkah v treh paralelkah. 
 
Okuževanje celic z mikoplazmami smo izvedli v 21 luknjah, z LPS in PBS pa v 18 
luknjah, saj pri času 0 h nismo opazovali izražanja genov, ampak samo začetno viabilnost, 
za katero smo podatke dobili iz lukenj, v katere so bile dodane mikoplazme. Vsega skupaj 
smo torej poskus izvedli v 57 luknjah, kar je 10 gojitvenih plošč. 
 
Za izolacijo zadostne količine RNA iz vsakega vzorca, smo potrebovali približno 4x10
6
 
celic. Ker smo za eno časovno točko združili vzorce iz treh ponovitev, smo v eno luknjo 
gojitvene plošče nasadili približno 1,3x10
6
 celic.  
 
Celice DH82 smo nasadili v 4 ml gojišča, ki je vsebovalo 2,5 ml gojišča za celice in 1,5 ml 
gojišča za mikoplazme. Celice smo čez noč pustili v inkubatorju, da so se prilagodile na 
novo okolje in se pritrdile na podlago. Glede na rezultate preverjanja vpliva gojišča za 
mikoplazme na celice smo sklepali, da se število celic v enem dnevu ne bo bistveno 
spremenilo. 
 
Preden smo celicam dodali mikoplazme, LPS in PBS, smo preverili tudi njihovo 
viabilnost. To smo storili tako, da smo celice iz lukenj, ki so bile namenjene vzorčenju ob 
času 0h, prešteli po zgoraj opisanem postopku. Prešteli smo vse tri ponovitve posameznega 
vzorca in na koncu, ob obdelavi rezultatov iz njih izračunali povprečje. S poskusom smo 
nadaljevali šele, ko smo se prepričali, da je viabilnost višja od 80 %. 
 
Shema glavnega poskusa je predstavljena na sliki 7. 
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Slika 7: Shema glavnega poskusa. 
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3.5 OKUŽEVANJE CELIC DH82 Z M. cynos 
 
Naslednji dan smo v vsako luknjo s celicami, namenjeno okuževanju z mikoplazmami, 
dodali 1 ml gojišča z mikoplazmami. Tako je bilo sedaj v vsaki luknji 2,5 ml gojišča za 
celice ter 2,5 ml gojišča za mikoplazme (razmerje volumnov 1:1). Dodali smo mikoplazme 
v taki koncentraciji, da smo dosegli razmerje 50 bakterijskih celic na 1 DH82 celico. V 




V luknje, namenjene pozitivni oziroma negativni kontroli, smo dodali 1 ml LPS oziroma 1 
ml PBS ter gojitvene plošče postavili v inkubator na 37 °C. 
 
3.6 VZORČENJE OKUŽENIH CELIC DH82 V RAZLIČNIH ČASOVNIH TOČKAH 
 
Po okuževanju smo celice vzorčili v različnih časovnih intervalih. V času 0h smo preverjali 
le viabilnost, v vseh ostalih časovnih točkah (1h, 3h, 6h, 12h, 24h in 48h) pa smo celice 
tudi shranili in jih kasneje uporabili za izolacijo RNA.  
 
Gojitvene plošče smo torej ob vsaki časovni točki odstranili iz inkubatorja, postrgali celice, 
del po že prej opisanem postopku prešteli in določili viabilnost, ostale pa prenesli v 
epruveto, 10 min centrifugirali na 900 obr./min, odstranili supernatant, celično usedlino pa 
shranili na -80 °C. 
 
Okuževanje in vzorčenje celic smo ponovili trikrat, kar je na koncu predstavljalo tri 
biološke ponovitve. Tako smo imeli sedaj vse vzorce shranjene v 162 epruvetah (6 
časovnih točk, 3 tehnične ponovitve, 3 različne vrste okužb (mikoplazma, LPS in PBS) in 
3 ponovitve poskusa). 
 
Poleg preverjanja viabilnosti celic DH82 smo pri zadnji ponovitvi poskusa preverili tudi 
število mikoplazem, z zgoraj opisano metodo štetja CFU. 
 
3.7 IZOLACIJA RNA 
 
Pred izolacijo RNA smo epruvete vseh treh poskusov z usedlinami celic odstranili iz 
zamrzovalnika (-80 °C), jih postavili na led ter nato nadaljevali z izolacijo. 
 
RNA smo, po navodilih proizvajalca, iz celic izolirali s pomočjo RNeasy
®
 Mini Kit 
(74104, Qiagen), ki temelji na izolaciji s pomočjo β-merkaptoetanola, etanola, različnih 
pufrov ter priloženih kolonic s silikonsko membrano. Postopek je razdeljen na štiri 
osnovne dele, in sicer na homogenizacijo zamrznjenih celic, izolacijo RNA, spiranje RNA 
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Po homogenizaciji celic smo lizate iz treh različnih epruvet, ki so predstavljale posamezne 
tehnične ponovitve, prestavili v skupno epruveto in nadaljevali z izolacijo. Tako smo imeli 
sedaj namesto prvotnih 162 vzorcev le 54 vzorcev.  
 
Pri korakih, kjer je bilo mikrocentrifugirke potrebno centrifugirati, smo uporabili 
centrifugo Eppendorf centrifuge 5430R, za mešanje vzorcev pa stresalnik Vibromix 10 
(Tehtnica). 
 
3.7.1 Merjenje koncentracije izolirane RNA 
 
Da bi pri koraku prepisovanja RNA v cDNA vedeli, kakšen volumen raztopljene RNA je 
potrebno dodati v reakcijsko mešanico, da bo v njej 1 µg RNA, je bilo potrebno po končani 
izolaciji preveriti tudi koncentracijo RNA v posameznem vzorcu. To smo storili s pomočjo 
NanoVue spektrofotometra (GE Healthcare Life Sciences). Pred meritvijo vzorcev smo z 
nanosom 2 µl kapljice vode izmerili ozadje in napravo na ta način kalibrirali. Vsak 
posamezni vzorec smo nato pred meritvijo dobro pretresli in ga, v enaki količini kot vodo, 
nanesli na ploščico za vzorec. Za vsak vzorec smo izmerili dve ponovitvi in kasneje 
izračunali njuno povprečje. 
 
Naprava izpiše poleg koncentracije RNA tudi nivo onesnaženosti vzorca s proteini in 
etanolom. Onesnaženost s proteini se izraža z razmerjem abosrbance pri 260 nm (valovna 
dolžina pri kateri absorbirajo nukleinske kisline) in pri 280 nm (valovna dolžina pri kateri 
absorbirajo proteini), onesnaženost z etanolom pa z razmerjem absorbance nukleinskih 
kislin in etanola (260/230 nm). Idealno razmerje pri obeh meritvah je okoli 2 (Thermo ..., 
2008). 
 
3.8 PREPISOVANJE RNA V cDNA 
3.8.1 Odstranitev preostale DNA iz vzorcev 
 
Po izolaciji RNA iz vzorcev je bilo, zaradi boljše obstojnosti DNA potrebno RNA prepisati 
v komplementarno DNA (cDNA). Pred samim postopkom prepisovanja, je bilo potrebno  
iz RNA vzorcev odstraniti morebitne ostanke DNA. To smo storili s kitom DNase I, 
RNase-free (EN0521, Thermo Scientific). Kit vsebuje encim DNaza I, 10x reakcijski pufer 
z magnezijevim kloridom (MgCl2) in 50 mM etilendiamintetraocetno kislino (EDTA). 
DNaza I je endonukleaza, ki razgrajuje eno- in dvoverižno DNA tako da hidrolizira 




 ionov, ki so 
dodani priloženim pufrom (Sambrook in sod., 2012). 
Postopek smo izpeljali po priloženem protokolu, ki je dostopen na proizvajalčevi spletni 
strani 
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012000_DNase_I_RNasefree_1
UuL_UG.pdf). V mikrocentrifugirke smo najprej dali volumen posameznega vzorca RNA, 
za katerega smo predhodno izračunali, da bo vseboval 1 µg RNA, 1 µl 10x reakcijskega 
pufra z MgCl2, 1 µl DNaze I ter z dietilpirokarbonatom (DEPC) tretirano vodo (Thermo 
Scientific, 750024) do končnega volumna 10 µl. DEPC v vodi inaktivira RNaze in tako 
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zagotavlja s temi encimi nekontaminirano vodo. Vse skupaj smo nato inkubirali 30 min na 
37 °C. Na koncu smo vzorcem dodali še 1 µl 50 mM EDTA in pustili 10 min na 65 °C v 
cikličnem termostatu. Dodatek EDTA je potreben za ustavitev reakcije, saj nase veže v 
prejšnjem koraku dodane divalentne katione, ki bi drugače ob povišani temperaturi 
hidrolizirali RNA (Malek in sod., 2000). 
 
3.8.2 Prepis RNA v cDNA 
 
Tudi za prepis nukleinskih kislin smo uporabili enega izmed komercialnih kitov, in sicer 
Applied Biosystems™ High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 
Scientific, 4368814).  
 
Kit vsebuje:  
 10x pufer za reverzno transkripcijo (RT pufer); 
 10x RT naključne oligonukleotide; 
 100 mM 25x mešanico deoksiribonukleozidtrifosfatov (dNTP); 
 encim MultiScribe™ reverzno transkriptazo (encim RT). 
 
Vse reagente smo najprej odstranili iz zamrzovalnika ter jih postavili na led. Nato smo si v 
skupni mikrocentrifugirki pripravili izhodiščno zmes (angl. »master mix«). Za eno reakcijo 
smo potrebovali 2µl 10x RT pufra, 2 µl 10x RT naključnih oligonukleotidov, 0,8 µl 25x 
mešanice dNTP, 1 µl encima RT ter 4,2 µl vode brez nukleaz (AM9932, Ambion
®
, 
Thermo Scientific). Ker smo imeli vsega skupaj 54 vzorcev smo v izhodiščno zmes dodali 
količino vsake komponente, primerno temu številu, plus za dva vzorca rezerve. Nato smo 
vzeli novih 54 mikrocentrifugirk, v vsako izmed njih dodali 10 µl izhodiščne zmesi, dodali 
10 µl vzorca RNA ter dobro premešali na stresealniku.  
 
Vzorce smo nato prenesli v ciklični termostat ter program nastavili na 4 korake. 
Temperature in časi posameznih korakov so predstavljeni v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Temperature in časi korakov cikličnega termostata pri prepisu RNA v cDNA. 
 Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4 
Temperatura (°C) 25 37 85 4 
Čas (min) 10 120 5 ∞ 
 
3.9 PREVERJANJE UČINKOVITOSTI POMNOŽEVANJA ZAČETNIH 
OLIGONUKLEOTIDOV 
 
Pred uporabo začetnih oligonukleotidov za analizo izražanja genov citokinov in NF-ĸB1, 
je bilo potrebno preveriti njihovo učinkovitost pomnoževanja. To smo storili enkrat, z 
uporabo vzorcev, združenih iz vseh treh glavnih poskusov, pri katerih smo celicam DH82 
dodali M. cynos. 
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3.9.1 Oblikovanje začetnih oligonukleotidov 
 
Začetne oligonukleotide smo oblikovali s pomočjo IDT
® 
(Integrated DNA Technologies) 
PrimerQuest
®
 orodja, ki je dostopno na spletni strani podjetja. Isto podjetje je začetne 
oligonukleotide tudi izdelalo. Njihove lastnosti so predstavljene v preglednici 5. 
 


































































Talilna temperatura (angl. »melting temperature« - Tm) vseh izbranih začetnih 
oligonukleotidov je bila 54 °C.  
 
3.9.2 Priprava vzorcev in nanos na ploščo 
 
Za preverjanje učinkovitosti pomnoževanja začetnih oligonukleotidov smo potrebovali 
celokupno cDNA, torej združeno iz vseh vzorcev, pri katerih smo celicam DH82 dodali M. 
cynos. Iz vsakega vzorca smo vzeli po 8 µl in jih prenesli v novo mikrocentrifugirko. Iz 
tega smo naredili 7 5-kratnih redčitev – 5x, 25x, 125x, 625x, 3125x, 15625x in 78125x.  
 
Pripravili smo izhodiščno zmes, ki je vsebovala začetne oligonukleotide za vsakega od 





Scientific) smo nanašali 7 redčitev vzorca in eno negativno kontrolo z vodo, vse v treh 
ponovitvah (skupaj 24 lukenj). Tako smo pripravili šest različnih izhodiščnih zmesi, ki so 
vsebovale po 78 µl vode, 130 µl barvila SYBR Green (04913914001, FastStart Universal 
SYBR Green Master (Rox), Roche), 13 µl (koncentracija 100 mM) začetnih 
oligonukleotidov vodilne (angl. »forward primer«) in 13 µl (koncentracija 100 mM) 
začetnih oligonukleotidov sledilne verige (angl. »reverse primer«). Nato smo prenesli po 9 
µl izhodiščne zmesi  v vsako od lukenj, na koncu pa temu dodali še po 1 µl posamezne 
redčitve cDNA. Ploščo smo nato centrifugirali (2000 obr./min, 10 min) in jo prenesli v 
napravo za PCR v realnem času (angl. »real-time PCR« oz. qPCR). Pri delu smo 
uporabljali avtomatsko večkanalno pipeto Biohit eLINE
®
 e10 (Sartorius), avtomatsko 
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enokanalno pipeto Multipette Stream
®
 (Eppendorf), centrifugi PCV-2400 (Grant-Bio) in 
Rotlibo
®
 Microcentrifuge IR (Carl Roth) ter stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica). 
 
3.9.3 Preverjanje učinkovitosti pomnoževanja začetnih oligonukleotidov z napravo 
za PCR v realnem času 
 
Samo preverjanje učinkovitosti pomnoževanja začetnih oligonukleotidov smo izvedli z 
napravo Applied Biosystems™, ViiA 7 Real-Time PCR system (Life Technologies). Naš 
princip je temeljil na izdelavi relativne standardne krivulje iz petih redčitev celokupne 
cDNA, ki smo jih nanesli na ploščo. Posamezne redčitve smo izrazili v relativnih enotah, 
ki so predstavljale logaritemske vrednosti števila kopij posameznega gena in jih nanesli na 
abscisno os (os x). Na ordinatno os (os y) smo nanesli število kvantifikacijskega cikla (Cq) 
in tako dobili standardno krivuljo iz katere smo izračunali učinkovitost pomnoževanja 
začetnih oligonukleotidov po formuli (3). 
 
 E=10
(-1/k)     
           ... (3) 
 
E predstavlja učinkovitost pomnoževanja (angl. »efficiency«), k pa naklon krivulje. 
 
3.10 ANALIZA SPREMEMB V IZRAŽANJU GENOV ZA CITOKINE IN NF-ĸB1 
 
Za analizo sprememb v izražanju genov citokinov in NF-ĸB1 po okužbi celic z 
mikoplazmami smo uporabili metodo, ki temelji na upoštevanju učinkovitosti 
pomnoževanja. Izražanje genov smo se odločili spremljati v različnih časovnih točkah po 
okužbi, kar je prikazano v Pregladnici 6. Za posamezne časovne točke smo se odločili na 
podlagi podatkov iz literature. 
 
Preglednica 6: Časovne točke, pri katerih smo spremljali spremembe v izražanju genov. 
Ime citokina  Ime gena  Čas po okužbi (h) 
IL-1β IL1B 1, 3, 6, 12 
IL-6 IL6 3, 6, 12 
IL-8 IL8 3, 12, 24, 48 
NF-κB1 NFKB1 1, 3, 6 
 
Ker smo morali za vsak tarčni gen narediti normalizacijo z uporabo vzdrževalnih genov 
SDHA in HRPT1, smo izražanje teh dveh preverili v vseh zgoraj navedenih urah. 
 
3.10.1 Priprava vzorcev in nanos na ploščo 
 
Priprava vzorcev je potekala na enak način kot pri preverjanju učinkovitosti pomnoževanja 
začetnih oligonukleotidov, le da v tem primeru nismo uporabljali vseh sedmih 5-kratnih 
redčitev celotne cDNA, ampak le 25-kratno redčitev cDNA posameznega vzorca, kar je, 
glede na izhodiščno količino vzorca RNA, 4 ng/µl. Preverjali smo torej cDNA celic 
okuženih z bakterijo Mycoplasma cynos, vzorcev, ki so predstavljali pozitivno kontrolo 
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(dodan LPS) ter tistih, ki so predstalvjali negativno kontrolo (dodan PBS). Vsak vzorec 
smo analizirali v treh tehničnih ponovitvah. 
 
3.10.2 Analiza sprememb v izražanju genov za citokine in NF-ĸB1 z metodo PCR v 
realnem času 
 
Tudi v tem primeru smo za analizo uporabili napravo Applied Biosystems™, ViiA 7 Real-
Time PCR system (Life Technologies).  
 
Relativne spremembe v izražanju (angl. »fold change« oz. Fc) posameznih genov smo  
izračunali po formuli (4) (Pfaffl, 2001). Za izbiro najprimernejše metode izračuna smo se 
odločili po pregledu literature (Bolha in sod., 2012). 
 
                   
              
                                                
                   
                                                     ... (4) 
 
Fc predstavlja relativno spremembo v izražanju genov, E učinkovitost pomnoževanja, in 
ΔCq spremembo kvantifikacijskega cikla. 
 
Učinkovitost pomnoževanja posameznega tarčnega gena (Etarčnega gena) smo izračunali po že 
prej opisanem postopku (poglavje 3.11.3), med tem ko smo učinkovitost pomnoževanja 
vzdrževalnih genov (Evzdrževalnih genov) izračunali prek geometrijske sredine Cq vrednosti 
obeh vzdrževalnih genov. 
 
Do spremembe kvantifikacijskega cikla (ΔCq) tarčnega in vzdrževalnega gena smo prišli z 
uporabo formule (5). 
 
                                                                        
                                                                                         ... (5) 
 
3.11 STATISTIČNA OBDELAVA DOBLJENIH REZULTATOV 
 
Dobljene rezultate smo statistično obdelali z metodo Studentovega t-testa, s katero smo 
preverili, ali med podatki obstajajo statistično značilne razlike. Podatki so statistično 
značilni, če je rezultat t-testa manjši od 0,05 (p<0,05). Izračunali smo tudi standardno 
napako vrednosti sprememb v izražanju tarčnih genov. Statistična obdelava podatkov je 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 SPREMLJANJE RASTNE DINAMIKE IN VIABILNOSTI CELIC DH82 IN M. 
cynos 
4.1.1 Rastna dinamika celic DH82 
 
Pred začetkom glavnega poskusa je bilo potrebno preveriti rastno dinamiko in s tem 
podvojevalni čas celic DH82. Podatek smo potrebovali, da smo lahko načrtovali kdaj bo 
doseženo zadostno število celic, potrebih za izvedbo glavnega poskusa ter kdaj so celice v 
primerni fazi rasti, kjer je podvojevanje še intenzivno in celice še ne odmirajo. To smo 
izvedli s prenosom celic v gojitvene plošče s 24 luknjami in spremljanjem njihovega 
števila v 24-urnem časovnem intervalu. Iz dobljenih podatkov smo izračunali podvojevalni 
čas, ki je približno 18 h. Podatki so prikazani v obliki rastne krivulje na sliki 8. 
 
 
Slika 8: Rastna krivulja celic DH82. Točka »Ob nasaditvi« predstavlja število celic ob nasaditvi v gojitveno 
ploščo s 24 luknjami. Krivulja A (rdeča barva) predstavlja rastno dinamiko iz katere je izvzeta vrednost ene 
izmed ponovitev pri času 24 h in 72 h. Pri teh dveh točkah je namreč pri eni izmed ponovitev prišlo do 
napake pri štetju oziroma pri nasaditvi celic v gojitveno ploščo. Krivulja B (siva barva) predstavlja rastno 
dinamiko, pri kateri so upoštevane vse vrednosti, vključno s tistima dvema, pri katerih je prišlo do napake. V 
tem primeru je vidno odstopanje med obema vrednostima. 
 
 
Iz slike 8 so razvidne različne faze rasti celic DH82. Pri krivulj A (rdeča barva) je 48 h po 
nasaditvi viden počasen dvig koncentracije celic. V tem času se celice delijo počasi, saj se 
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značilno intenzivno deljenje celic. Za to časovno obdobje smo s pomočjo formule 2 
izračunali tudi podvojevalni čas celic, ki je znašal približno 18 h. Po 72 h se je rast celic 
upočasnila, saj jim je začelo primanjkovati hranil v gojišču. Celice preidejo v stacionarno 
fazo. Za izračun podvojevalnega časa smo uporabili podatke, predstavljene na krivulji A, 
saj krivulja B zaradi dveh odstopajočih vrednosti nima značilne oblike rastne krivulje in 
ima kar tri eksponentne faze. Poskus smo izvedli enkrat, v vsaki časovni točki pa smo 
celice prešteli dvakrat ter izračunali povprečje. V časovnih točkah 24 h in 72 h smo zaradi 
odstopanja vrednosti ene izmed ponovitev to vrednost odstranili, saj smo iz podatkov iz 
literature lahko sklepali, kakšen je potek grafa, ki prikazuje dinamiko rasti celic (Wellman 
in sod., 1988; Barnes in sod., 2000; Figueroa in sod., 2016). 
 
V literaturi se sicer pojavljajo precej različni podvojevalni časi celic DH82, od 30 h do 120 
h, a je potrebno upoštevati, da so bile raziskave opravljene z uporabo različnih gojišč, kar 
lahko v veliki meri vpliva na rast celic (Wellman in sod., 1988; Barnes in sod., 2000; 
Figueroa in sod., 2016). 
 
4.1.2 Spremljanje viabilnosti celic DH82 
 
Glavni poskus, ki je bil namenjen ugotavljanju sprememb v izražanju izbranih genov, smo 
izvedli v treh bioloških ponovitvah. Najprej pa smo želeli preveriti, kako okužba vpliva na 
viabilnost pasjih celic. Pri vsaki ponovitvi smo v vsakem  vzorcu  določili odstotek živih 
celic DH82 (viabilnost) pred okuževanjem ter v šestih časovnih točkah po okužbi z 
bakterijo Mycoplasma cynos, LPS (pozitivna kontrola) ter PBS (negativna kontrola). Na 
koncu smo iz rezultatov viabilnosti, pridobljenih iz posamezne biološke ponovitve, 
izračunali povprečje, kar je predstavljeno na sliki 9. 
 
Zanimalo nas je, kako in vitro okužba z bakterijo M. cynos vpliva na  viabilnost celic 
DH82 v primerjavi s kontrolami ter kakšna je časovna odvisnost morebitnih učinkov. 
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Slika 9: Vpliv okužbe z bakterijo M. cynos na viabilnost celic DH82. 
 
Delež živih celic pri vseh tretmajih je bil na začetku poskusa okoli 93 %. Pri celicah, 
okuženih z mikoplazmo, opazimo padec viabilnosti po 24 h, in sicer na nekaj manj kot 87 
%. V nadaljnjih 24 h se preživelost še dodatno zniža, in sicer na okoli 70 %. To je bilo v 
skladu z našimi pričakovanji, ki so temeljila na spremljanju morfoloških sprememb celic 
pod mikroskopom (slika 13) ter podatkih iz literature, o vplivu nekaterih drugih vrst 
mikoplazem na preživetje celic. Padec v viabilnosti naj bi bil na primer opažen po 72 h po 
okužbi kokošjih hondrocitov z M. synoviae (Dušanić in sod., 2012) ter po 24 h pri okužbi 
podganjih astrocitov z M. fermentans (Ben-Menachem in sod., 2001).  
 
Do določenega znižanja viabilnosti celic je prišlo tudi pod vplivom LPS (pozitivna 
kontrola), a vseeno ne tako izrazito kot pri okužbi z bakterijo. Po 24 h se padec viabilnosti 
sicer še ni poznal, po 48 h pa je ta padla iz začetnih 93 % na dobrih 85 %. 
 
Najmanj sprememb v viabilnosti smo zabeležili pri negativni kontroli (PBS), kar je bilo 
pričakovano. V tem primeru se je skozi celoten čas spreminjala samo za nekaj odstotkov. 
 
4.1.3 Preverjanje vpliva gojišča za mikoplazme na celice DH82 
 
Pred uporabo celic pri glavnem poskusu, smo se hoteli prepričati, da gojišče za 
mikoplazme nima negativnega vpliva na rast celic DH82. Celice smo prestavili v mešano 
gojišče za celice in mikoplazme (razmerje 1:1) ter spremljali viabilnost v različnih 
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Slika 10: Vpliv mešanega gojišča na celice DH82. Za mešano gojišče (»Gojišče EMEM/PPLO Broth«) smo 
uporabili mešanico standardnega gojišča za celice (EMEM) in gojišča za mikoplazme (PPLO Broth) v 
razmerju 1:1. Za kontrolo (»Gojišče EMEM«) smo uporabili le standardno gojišče za celice. Točka »Po 
prenosu« predstavlja viabilnost celic tik po prenosu v mešano in standardno gojišče. 
 
 
Sklepati je mogoče, da so razlike v preživetju med celicami v standardnem gojišču in 
tistimi v mešanem gojišču zanemarljive. 12 h po prenosu celic v mešano gojišče smo 
zaznali padec viabilnosti celic iz 95 % na okoli 72 % vendar smo ocenili, da je šlo verjetno 
za napako pri delu, bodisi v nepravilnem odvzemu vzorca ali napaki pri štetju. Viabilnost 
se namreč v naslednjih 12 h spet dvigne na približno 95 %.  To potrjujejo tudi rezultati, 
pridobljeni v laboratoriju pri prejšnjjih  testiranjih vpliva mešanega gojišča na celice 
DH82.  
 
4.1.4 Določanje števila M. cynos z metodo štetja kolonij (CFU) 
 
Pred vsakim okuževanjem celic DH82 z mikoplazmami, ter 3 h, 6 h, 12 h, 24 h in 48 h po 
okuževanju, smo določili koncentracijo mikoplazem s postopkom preverjanja CFU. 
Začetno koncentracijo M. cynos pred okuževanjem smo izračunali prek štetja CFU v vseh 
treh bioloških ponovitvah, koncentracijo v časovnih točkah po okuževanju pa le pri tretji 
biološki ponovitvi. Vse meritve smo opravili v treh tehničnih ponovitvah. 
 
S tem smo se želeli prepričati, da začetna koncentracija mikoplazem med različnimi 
biološkimi ponovitvami ne odstopa preveč, ter preveriti, ali celice DH82 fagocitirajo 
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bila začetna koncentracija mikoplazem v vseh treh bioloških ponovitvah precej usklajena, 
ponovljivost tega dela poskusa je bila torej dobra.  
 
Ugotovili smo tudi, da koncentracija mikoplazem opazno pade v 3 h po okuževanju (za 
približno 125-krat), nato pa se v naslednjih časovnih točkah ustali, kar je prikazano na sliki 
12. Razlog za začeten padec v številu bi lahko bil v pritrjevanju mikoplazem na površino 
celic. Vzorce smo namreč odvzeli iz gojišča nad celicami, zato je možno, da smo s tem 
odstranili le mikoplazme, ki se v tem času niso uspele vezati na celice. Druga razlaga bi 
lahko bila ta, da so mikoplazme v tem času že prešle v notranjost celic in jih zato ni bilo 
več toliko v gojišču. Dušanić in sod. (2009) namreč opisujejo zmožnost M. synoviae in M. 
gallisepticum, da začnejo prehajati v notranjost kokošjih eritrocitov že v roku 3 h po 
okužbi, v notranjost celične linije kokošjih embrionalnih fibroblastov (celice CEC-32) pa v 
4 h po okužbi. Podobne rezultate so dobili pri okužbi kokošjih hondrocitov z obema 
mikoplazmama. To sicer še ni dokaz, da je tudi M. cynos sposobna invazivnosti celic, saj 
bi bilo za potrjevanje tega potrebno narediti nekatere druge, bolj specifične teste, vseeno pa 
nakazuje na potencialno razlago padca koncentracije mikoplazem. 
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Slika 12: Spreminjanje koncentracije M. cynos skozi čas po okuževanju celic DH82. Koncentracijo 
mikoplazem smo spremljali pri tretji biološki ponovitvi. 
 
4.2 DOLOČANJE DUŠIKOVEGA OKSIDA V SUPERNATANTIH CELIC DH82 
 
Za preverjanje prisotnosti NO smo se odločili zato, ker ga makrofagi proizvajajo ob 
prisotnosti različnih mikrobnih komponent, predvsem pa LPS-a. NO namreč igra 
pomembno vlogo pri imunskem odzivu z inhibicijo razmnoževanja patogenov ter 
uravnavanjem aktivacije, rasti in apoptoze celic imunskega sistema. Poleg makrofagov ga 
proizvajajo tudi številne druge imunske, endotelijske in živčne celice (Ding in sod., 1988; 
Hibbs in sod., 1987; Tripathi, 2007).  
 
Tudi v in vitro pogojih predstavlja prisotnost NO enega prvih odzivov celic na okužbo. S 
preverjanjem prisotnosti NO v gojiču lahko na relativno hiter in preprost način preverimo, 
ali je okužba imela vpliv na celice in ali so se le-te odzvale nanjo. Poleg tega lahko 
prisotnost NO vpliva tudi na izražanje citokinov, kar bi lahko imelo vpliv na naše rezultate 
preverjanja njihovega izražanja (Kobayashi, 2010). 
 
Želeli smo preveriti, ali okužba z mikoplazmo M. cynos inducira sintezo NO. Zato smo 
prevrjali prisotnost NO v supernatantih celic DH82, okuženih z mikoplazmo M. cynos. Ker 
po več ponovitvah poskusa nismo dobili pričakovanih rezultatov (koncentracija NO je bila 
na enaki ravni kot pri negativni kontroli) smo naredili nekaj navzkrižnih testov s celicami 
in mikoplazmami, katerih delovanje so že predhodno preverili v laboratoriju. Sklepali smo, 
da bi lahko bile celice DH82 neodzivne, zato smo v test vključili kokošje trajne celice 
HD11, za katere vemo, da sintetizirajo NO ter pasje trajne celice MDCK. Nadalje smo 
sklepali, da je možno, da M. cynos ne inducira sinteze NO. Zato smo v test vključili 
mikoplazmo M. synoviae in LPS E. coli in S. enterica, za katere je dokazano, da inducira 
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od naštetih agensov. Točne kombinacije so predstavljene v preglednici 3 v poglavju 
Material in metode. Kot negativno kontrolo smo uporabili PBS. 
 
V nasprotju z našimi pričakovanji je do izražanja NO prišlo le pri okužbi celic HD11 z M. 
cynos, M. canis, M. synoviae, LPS-om E. coli ter LPS-om S. enterica. NO v supernatantih 
celic DH82, po dodatku vseh naštetih agensov, nismo zaznali, oziroma je bila 
koncentracija primerljiva z negativno kontrolo (dodatek PBS). Podobne rezultate kot pri 
DH82 smo dobili tudi pri okužbi MDCK z M. cynos, M.canis in M. synoviae. 
 
Razlog za nezmožnost celic DH82, da proizvajajo NO je verjetno v tem, da je to trajna 
celična linija z nekaterimi specifičnimi lastnostmi, ki niso nujno enake normalnim ali 
imunskim celicam. DH82 sicer v določenih pogledih lahko primerjamo z navadnimi 
pasjimi makrofagi, a razlike vseeno obstajajo. Podoben razlog je verjetno tudi v 
nezmožnosti celic MDCK, da proizvajajo NO. V podporo našim ugotovitvam je tudi 
dejstvo, da Wasserman in sod. (2012) pri celicah DH82 prav tako niso uspeli dokazati 
prisotnosti NO po dodatku več različnih koncentracij LPS-a S. enterica.  
 
4.3 MORFOLOŠKE SPREMEMBE CELIC DH82 PO OKUŽBI Z M. cynos 
 
Zanimal nas je vpliv okužbe z M. cynos na morfologijo celic DH82. Primerjali smo izgled 
celic pod mikroskopom (200-kratna povečava) ob različnih časih po okužbi in v primerjavi 
z dodatkom LPS (pozitivna kontrola) in PBS (negativna kontrola), kar je prikazano na sliki 
13. Pri okuženih celicah so v citoplazmi jasno vidne številne vakuole, ki so lahko posledica 
razpada znotrajceličnih struktur zaradi okužbe z bakterijo. Zrnatost se postopoma veča s 
časom izpostavljenosti celic mikoplazmam in je po 24 h in 48 h že zelo očitna. Po 48 h so 
opazne tudi lizirane celice. Pri delovanju LPS in pri negativni kontroli morfološke 
spremembe niso opazne v nobeni časovni točki. 
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Slika 13: Morfologija celic DH82 po okužbi z M. cynos in dodatku LPS in PBS. Slika je bila narejena pri 
200-kratni povečavi. 
 
Vpliv na morfologijo celic po okužbi z različnimi vrstami mikoplazem opisujejo tudi 
nekatere druge študije. Večanje stopnje vakuolizacije in krčenje celic kokošjih hondrocitov 
naj bi bila posledica okužbe z M. synoviae. Spremembe se pojavijo 24 h po okužbi, nato pa 
se do 48 h še stopnjujejo, pojavijo pa se tudi membranski mehurčki. V tem času so opazili 
tudi spremembe v izražanju nekaterih apoptotskih genov ter povečano produkcijo NO 
(Dušanić in sod., 2012). Vakuolizacijo kravjih epitelijskih ledvičnih celic MDBK 96 h po 
okužbi z M. arginini opisujejo tudi Indrani in sod. (2013). Mikoplazma naj bi poleg 
vakuolizacije povzročila tudi lizo posameznih celic. Podobne spremembe je okužba z M. 
arginini povzročila pri opičjih epitelijskih ledvičnih celicah Vero, le da je pri njih prišlo do 
povečanja citoplazme celic, in ne lize. 
 
Raziskava, pri kateri so spremljali invazivnost M. penetrans in njen vpliv na morfologijo 
celic HeLa, je pokazala vakuoliziranost citoplazme že po 4 h po okužbi, kar naj bi bila 
posledica povišane koncentracije peroksida (Borovsky in sod., 1998). Vakuolizacijo naj bi 
pri celicah HeLa in CHO povzročila tudi M. pneumoniae, za kar naj bi bila kriva toksin  
CARDS in virulenčni faktor MPN372 (Johnson in sod., 2011; Kannan in sod., 2006).  
 
Na podlagi naših rezultatov sicer ne moremo vedeti s čim bi lahko M. cynos prispevala k 
nastanku vakuol pri celicah DH82, možno pa je, da z enim izmed zgoraj naštetih 
mehanizmov. 
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4.4 ANALIZA SPREMEMB V IZRAŽANJU GENOV ZA CITOKINE IN NF-ĸB1 
 
Za analizo sprememb v izražanju genov za citokine in NF-ĸB1 po okužbi celic DH82 z M. 
cynos smo uporabili metodo qPCR, ki temelji na upoštevanju učinkovitosti pomnoževanja. 
Za to metodo smo se odločili, ker naj bi bila najprimernejša za spremljanje majhnih razlik 
v izražanju genov (Bolha in sod., 2012). Metoda temelji na merjenju fluorescenčnega 
signala, ki omogoča kvantifikacijo količine DNA v vzorcu med pomnoževanjem (Valasek 
in sod., 2005). Pri analizi rezultatov smo uporabili metodo relativne kvantifikacije, s katero 
je mogoče določiti relativne spremembe v izražanju genov. Temelji na normalizaciji 
izražanja tarčnega gena (v našem primeru IL1B, IL6, IL8 in NFKB1) glede na stabilni 
referenčni oziroma vzdrževalni gen (v našem primeru SDHA in HRPT1) ter na primerjavi 
izražanja teh genov iz okuženih vzorcev, s tistimi iz neokužene kontrole. Uporaba 
vzdrževalnih genov je pomembna, ker predstavljajo stabilne standarde, katerih izražanje se 
med okužbo ne spreminja (Valasek in sod., 2005; Pfaffl, 2001; Livak in sod., 2001). 
 
Izražanje genov smo spremljali v različnih časovnih točkah po okužbi, kar je razvidno iz 
grafov na slikah 14, 15, 16 in 17. S poskusom smo želeli ugotoviti, kakšen vpliv ima 
okužba z M. cynos na izražanje genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za NF-ĸB1. Za 
posamezne časovne točke smo se odločili na podlagi podatkov iz literature (Zhu in sod., 
2015; Björkbacka in sod., 2004). 
 
Statistično značilni rezultati, ki smo jih določili z izračunom Studentovega t-testa, so na 
grafih označeni s simbolom »*« (p ≤ 0,05). Simbol prikazuje statistično značilne rezultate 
za okužbo celic DH82 z M. cynos in za dodatek LPS (pozitivna kontrola), glede na dodatek 
PBS (negativna kontrola). 
 
Rezultate smo primerjali s podatki iz literature, potrebno pa je poudariti, da izražanje teh 
genov po okužbi pasjih celic z bakterijo M. cynos do sedaj še ni bilo preverjeno, zato smo 
se zgledovali po rezultatih raziskav vpliva nekaterih drugih vrst mikoplazem, ki prav tako 
kot M. cynos naseljujejo podobna tkiva in povzročajo bolezni dihal pri nekaterih drugih 
živalih.  
 
4.4.1 Izražanje gena IL1B 
 
IL-1β spada med najbolj potentne molekule prirojene imunosti. Izraža se sistemsko, 
predvsem s strani monocitov in makrofagov, med drugim kot odziv na okužbo in 
posledično aktivacijo komplementa, produkcijo ostalih citokinov in samega sebe. Odziv 
tega citokina na okužbo je relativno hiter in izzove izražanje nekaterih drugih vnetnih 
citokinov ter stimulacijo limfocitov T CD4+ in njihovo diferenciacijo v celice pomagalke, 
zato je, vsaj v normalno povišani koncentraciji, nujno potreben za učinkovit imunski odziv 
(Garlanda in sod., 2013; Netea in sod., 2010; Santarlasci in sod., 2013). 
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Slika 14: Vpliv in vitro okužbe celic DH82 z M. cynos na izražanje gena IL1B. Prikazano je relativno  
izražanje gena po okužbi z M.cynos (rdeči stolpci). Vpliv bakterije smo primerjali z vplivom LPS (pozitivna 
kontrola – modri stolpci), oboje pa z izražanjem genov v netretiranih celicah (negativna kontrola – zeleni 
stolpci). S simbolom »*« so označeni statistično značilni rezultati v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
Iz slike 14 je razvidno, da je izražanje gena IL1B vztrajno in dokaj enakomerno naraščalo s 
časom okužbe celic z mikoplazmo. V 3 h po okužbi se izražanje gena zviša za približno 2-
krat, v 6 h za 5-krat in v 12 h za nekaj manj kot 7-krat, glede na neokužene celice. Enako 
velja za učinek LPS, ki pa je, za razliko od bakterije, vplival na povečano izražanje gena že 
pri 1 h po dodatku LPS. Po 12 h se tako izražanje gena IL1B zviša za okoli 7-krat glede na 
neokuženo kontrolo.  
 
Rezultati so primerljivi z rezultati študije, v kateri so Wang in sod. (2015) med drugim 
spremljali relativne spremembe v izražanju IL1B v embrionalnih pljučnih celicah goveda 
po okužbi z M. bovis, ki podobno kot M. cynos pri psih, povzroča pljučnico pri govedu. 
Nivo izražanja je prav tako naraščal skozi čas (1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h in 36 h po 
okužbi) in po 12 h dosegel približno 5-kratno zvišanje glede na negativno kontrolo, kar je 
primerljivo z našimi rezultati.  
 
Podobni rezultati so predstavljeni tudi v raziskavi, v kateri so spremljali spremembe v 
izražanju gena IL1B po okužbi celične linije prašičjih pljučnih alveolarnih makrofagov z 
M. hyponeumoniae. Tudi ta mikoplazma povzroča podobne simptome pri prašičih kot M. 
cynos pri psih. Spremembe v izražanju gena so spremljali takoj ob okužbi ter 4 h, 12 h, 24 
h in 48 h po okužbi celic z mikoplazmo. Nivo izražanja gena je v 4 h po okužbi zrasel za 2-
krat in po 12 h za okoli 4-krat v primerjavi s kontrolo (Fang in sod., 2016). 
 
Pri spremljanju izražanja gena IL1B pri okužbi makrofagov, izoliranih iz krvi kokoši, z M. 
synoviae, ki je tudi respiratorni patogen, so Lavrič in sod. (2008) ugotovili nekoliko 
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skokovito narastel, potem pa skozi čas padal do ravni neokužene kontrole po 24 h. 
Spremembe so spremljali tudi pri okužbi celične linije kokošjih makrofagov HD11 z isto 
vrsto mikoplazme. V tem primeru je bilo izražanje gena IL1B v 1 h po okužbi za več kot 
16-krat višje v primerjavi z negativno kontrolo. Razlog za drugačen časovni potek 
izražanja gena IL1B bi lahko bil v večji imunogenosti lipopeptidov M. synoviae v 
primerjavi z M. cynos ali v nekoliko drugačnem odzivu različnih tipov celic na okužbo. 
 
Iz primerjave rezultatov lahko zaključimo, da M. cynos inducira povišano izražanje gena 
IL1B, in da je dinamika izražanja podobna pri okužbah različnih vrst celic z različnimi 
vrstami mikoplazem, ki pa naseljujejo zelo podobna tkiva in povzročajo podobne bolezni. 
Razlog bi lahko bil v tem, da so podobni bolezenski simptomi posledica podobnega 
imunskega odziva organizma. Vseeno pa obstajajo določene razlike v stopnji izražanja, 
predvsem v primerjavi s kokošjimi celicami in okužbami z M. synoviae. Pri teh je, za 
razliko od tistih, uporabljenih v naši raziskavi, očitno značilen takojšen in buren odziv na 
okužbo, ki se odraža s povišanim izražanjem gena IL1B že po 1 h po okužbi. Ker so Lavrič 
in sod. (2008) dokazali podobno dinamiko izražanja tega gena tudi pri okužbi z bakterijo 
Escherichia coli, lahko sklepamo, da je ugotovljena dinamika izražanja IL1B morda 
lastnost kokošjih celic.  
 
Ugotovitev, da se pri okužbi z M. cynos izražanje gena IL1B ne inducira takoj po okužbi, 
bi lahko pripisali temu, da M. cynos ni zares močan patogen, ampak se v določenih 
pogledih nagiba že bolj simbiotskemu načinu življenja. 
 
Treba je omeniti, da pri nekaterih raziskavah, pri katerih so celice DH82 stimulirali z 
nekaterimi drugimi agensi, niso uspeli zaznati izločanja IL-1 na proteinskem nivoju, 
oziroma so bile koncentracije citokina v supernatantih celic izredno nizke. Izražanje gena 
za IL-1 pa so, na drugi strani, dokazali tudi drugi (Wellman in sod., 1988; Barnes in sod., 
2000). Dejstvo je, da smo dokazali povečano izražanje IL-1β na nivoju mRNA, bioaktivno 
obliko tega proteina v supernatantih celic pa bi bilo treba dokazati še naknadno.  
 
4.4.2 Izražanje gena IL6 
 
IL-6 izločajo skoraj vse celice imunskega sistema ob okužbi in poškodbah tkiv, kar 
povzroči vnetje in izločanje proteinov akutne faze, aktivacijo limfocitov T in diferenciacijo 
limfocitov B. Normalne koncentracije tega citokina v serumu so običajno precej nizke, a se 
ob začetku bolezni, poškodbah in razmerah kot je septični šok, naglo zvišajo. Ekspresija 
gena IL6 je tako regulirana homeostazno in prek hitre indukcije v kontekstu okužbe, 
avtoimunosti ali bolezni. V veliki meri jo spodbujata IL-1 in TNF-α, pa tudi aktivacija 
receptorjev TLR, prostagladini in nekateri drugi citokini. IL-6 pa lahko deluje tudi 
protivnetno, ravno prek inhibicije citokinov, kot sta IL-1 in TNF-α (Tilg in sod., 1994; 
Hunter in sod., 2015; Waage, 1989; Fraunberger in sod., 2006). 
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Slika 15: Vpliv in vitro okužbe celic DH82 z M. cynos na izražanje gena IL6. Prikazano je relativno  
izražanje gena po okužbi z M. cynos (rdeči stolpci). Vpliv bakterije smo primerjali z vplivom LPS (pozitivna 
kontrola – modri stolpci), oboje pa z izražanjem genov v netretiranih celicah (negativna kontrola – zeleni 
stolpci). S simbolom »*« so označeni statistično značilni rezultati v primerjavi z negativno kontrolo.  
 
Pod vplivom M. cynos je prišlo najprej v prvih 3 h do hitrega dviga nivoja izražanja gena 
IL6 (9-krat glede na negativno kontrolo), nato pa v naslednjih 3 h do relativno hitrega 
upada na nivo, ki pa je še vedno statistično značilno višji kot je izražanje pri kontroli (slika 
15). Zanimivo je, da je pri dodatku LPS po 3 h urah prišlo do bistveno večjega zvišanja 
izražanja gena (približno 26-krat glede na negativno kontrolo), nato pa se je izražanje po 6 
h znižalo na primerljiv nivo z M. cynos. LPS smo uporabili kot pozitivno kontrolo, ker je 
znana potentna imunogena molekula, ki izzove močan imunski odziv. Očitno ima podoben 
učinek na izražanje gena IL6 kot okužba z M. cynos, a vseeno izzove burnejši odziv, 
predvsem v začetnih urah. Razlog za razlike v indukciji bi lahko bil v tem, da M. cynos v 
membrani ne poseduje lipopeptidov, ki bi bili tako učinkoviti aktivatorji imunskega odziva 
kot je LPS E. coli. Poleg tega bi bilo verjetno  smiselno, da bi spremembe v izražanju IL6 
spremljali že pri 1 h po okužbi in s tem videli, ali je buren odziv morda prisoten že tik po 
okužbi oziroma dodatku LPS. 
 
Tudi tu lahko rezultate primerjamo z raziskavo, ki so jo opravili Fang in sod., (2016), v 
kateri so spremljali spremembe v izražanju gena IL6 po okužbi celične linije prašičjih 
pljučnih alveolarnih makrofagov z M. hyponeumoniae. Naši rezultati izražanja gena IL6 si 
precej nasprotujejo s tistimi iz omenjene študije, v kateri opisujejo nespremenjeno 
izražanje do 4 h po okužbi (okoli 1-krat zvišano glede na kontrolo) in nato zvišanje za 
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Povišano izražanje gena IL6 so po 24 h po okužbi z M. ovipneumoniae, ki je odgovorna za 
razvoj pljučnice pri ovcah, opazili tudi pri ovčjih bronhialnih epitelijskih celicah. 
Sprememba v izražanju gena je bila, v primerjavi z neokuženo kontrolo, približno 1,5-
kratna (Xue in sod., 2015). V našem primeru sicer izražanja gena za IL-6 nismo spremljali 
do 24 h, a bi iz trenda upadanja do 12 h lahko sklepali, da bi še naprej postopno padalo. 
 
Lavrič in sod. (2008) so dokazali drugačno dinamiko sprememb v izražanju gena IL6 pri 
okužbi makrofagov, izoliranih iz krvi kokoši, z M. synoviae, kot smo jo mi. Spremembe v 
izražanju se namreč povečajo po 6 h po okužbi, v 1 h in 24 h po okužbi pa ostanejo na 
ravni neokužene kontrole.  
 
Nekatere raziskave opisujejo protivnetno vlogo IL-6 prek indukcije antagonista IL-1 
receptorja (Tilg in sod., 1994). Možno je, da je nasprotujoča si dinamika v izražanju genov 
za IL-1β in IL-6 posledica tega medsebojnega vpliva. 
 
Visok nivo izražanja IL6, tako pri izpostavitvi LPS-u, kot pri okužbi z M. cynos, si lahko 
razlagamo z dejstvom, da je za celice DH82 značilno povišano izražanje tega citokina 
(Barnes in sod., 2000). To bi lahko bil tudi razlog za nasprotja z rezultati, pridobljenimi v 
nekaterih drugih študijah. Dodatno moramo biti pazljivi, ali so bile in vitro okužbe 
izvedene na primarnih celicah (npr. makrofagih iz periferne krvi) ali na trajnih celičnih 
linijah. Dejstvo je, da se primarne in trajne celice razlikujejo v odzivih ter da lahko celične 
linije, zaradi specifičnih razlik na nivoju genoma, posedujejo posebne fenotipske lastnosti, 
kar bi lahko vplivalo tudi na spremenjeno izražanje citokinov. 
 
4.4.3 Izražanje gena IL8 
 
IL-8 deluje predvsem kot kemokin, ki privablja nevtrofilce in druge granulocite na mesto 
okužbe ali poškodbe. Zaradi svoje narave delovanja se njegovo izražanje zviša hitro po 
okužbi. Poleg tega inducira tudi fagocitozo v privabljenih imunskih celicah ter 
angiogenezo žil. Proizvajajo ga predvsem makrofagi, pa tudi nekateri drugi tipi celic, kot 
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Slika 16: Vpliv in vitro okužbe celic DH82 z M. cynos na izražanje gena IL8. Prikazano je relativno  
izražanje gena po okužbi z M. cynos (rdeči stolpci). Vpliv bakterije smo primerjali z vplivom LPS (pozitivna 
kontrola – modri stolpci), oboje pa z izražanjem genov v netretiranih celicah (negativna kontrola – zeleni 
stolpci). S simbolom »*« so označeni statistično značilni rezultati v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
 
Izražanje gena IL8 (slika 16) je naraščalo tako pri celicah, okuženih z mikoplazmo, kot tudi 
pri celicah, tretiranih z LPS do 24 h po tretiranju, po  48-ih urah pa smo izmerili le še 
približno polovične vrednosti kot po 24 h. Spremembe v izražanju se, v primerjavi z 
neokuženimi celicami, dvignejo največ za 5-krat pri okužbi z M. cynos in 4-krat pri LPS. 
 
Rezultate lahko spet primerjamo s študijo, ki so jo opravili Fang in sod., (2016). 
Spremembe v izražanju gena IL8 so analizirali 4 h, 12 h, 24 h in 48 h po okužbi prašičjih 
pljučnih alveolarnih makrofagov z M. hyponeumoniae. Tudi  oni so zaznali najprej porast 
in nato relativno hiter upad, vendar vse v krajših časovnih intervalih kot mi. Največjo 
spremembo v izražanju so opazili po 4 h po okužbi (okoli 3,5-krat), nato pa je po 12 h 
sledil padec na okoli 3-krat ter po 24 h in 48 h na 2-krat oziroma 1,5-krat. Te razlike bi 
lahko, poleg drugačnemu delovanju mikoplazme, morda pripisali dejstvu, da so makrofagi, 
na katerih so opravili poskus, imunske celice in primarna celična kultura in se zato verjetno 
hitreje odzivajo z izražanjem IL-8 kot celice DH82, ki pa so trajna celična linija in ne 
diferencirani krvni makrofagi.  
 
Tudi Xue in sod. (2015) so 24 h po okužbi z M. ovipneumoniae preverjali spremembe v 
izražanju gena za IL-8 pri ovčjih bronhialnih epitelijskih celicah. Izražanje je bilo v 
primerjavi z negativno kontrolo višje za nekaj več kot 6-krat, kar je primerljivo z našimi 
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4.4.4 Izražanje gena NFKB1 
 
Družina NF-ĸB predstavlja skupino transkripcijskih dejavnikov, ki igrajo ključno vlogo pri 
uravnavanju vnetja in pridobljene imunosti, med drugim prek uravnavanja izražanja genov 
za citokine (Hoesel in sod., 2013). Ravno zato se nam je zdelo smiselno, poleg izražanja 




Slika 17: Vpliv in vitro okužbe celic DH82 z M. cynos na izražanje gena NFKB1. Prikazano je relativno  
izražanje gena po okužbi z M. cynos (rdeči stolpci). Vpliv bakterije smo primerjali z vplivom LPS (pozitivna 
kontrola – modri stolpci), oboje pa z izražanjem genov v netretiranih celicah (negativna kontrola – zeleni 
stolpci). S simbolom »*« so označeni statistično značilni rezultati v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
 
Na sliki 17 so predstavljeni rezultati sprememb v izražanju gena NFKB1. Pri celicah, 
okuženih z mikoplazmo, je opazen rahel, vendar statistično značilen dvig ravni izražanja v 
drugi časovni točki (1,4-krat glede na neokuženo kontrolo) in nato obstanek ravni v tretji 
časovni točki. Očitno je, da je LPS bolj induciral izražanje tega gena kot mikoplazma, saj 
se je po 3 h izražanje gena, v primerjavi z negativno kontrolo, zvišalo za okoli 2,5-krat, 
nato padlo na približno enako raven kot smo jo zaznali pri okužbi z M. cynos, kar je okoli 
1,5-krat več od neokužene kontrole.  
 
Relativno nizka raven izražanja gena NFKB1 je bila presenečenje, saj je ta vpleten v 
uravnavanje izražanja genov za citokine, pri katerih pa smo v več primerih zaznali precej 
višji dvig ravni v izražanju. Nizko raven v izražanju bi morda lahko pripisali temu, da smo 
spremembe spremljali samo v intervalih od 1 h do 6 h po okužbi celic z M. cynos. Xue in 
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epitelijskih celic z M. ovipneumoniae (okoli 2,5-krat v primerjavi z neokuženimi celicami). 
NF-κB1 je namreč v neaktivni obliki, vezani z inhibitorji IĸB, ves čas prisoten v citoplazmi 
celice in se pretvori v aktivno obliko, ko pride prek vezave različnih molekul na receptorje 
do ustreznega signala. Takrat aktivirana oblika NF-κB1 vstopi v jedro, kjer deluje kot 
transkripcijski dejavnik (Gilmore, 2006; Hoesel in sod., 2013). Možno je torej, da je nizek 
nivo izražanja gena NFKB1 posledica tega, da je bilo v 6 h, v katerih smo merili izražanje 
gena, v citoplazmi še dovolj molekul neaktivne oblike NF-κB1, ki je po aktivaciji delovala 
kot transkripcijski dejavnik za izražanje genov za citokine. Nastajanje novih molekul tako 
ni bilo potrebno, zato je bil nivo izražanja gena NFKB1 relativno nizek. Verjetno bi se nivo 
izražanja gena NFKB1 dvignil, če bi le-tega merili v daljšem časovnem razponu, saj bi v 
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Na podlagi rezultatov vpliva bakterije Mycoplasma cynos na celice DH82, smo prišli do 
naslednjih sklepov: 
 
In vitro okužba celic DH82 z M. cynos se odraža kot: 
 
 postopno zviševanje izražanja gena za IL-1β, in sicer od 2-krat po 3 h, do približno 
7-krat po 12 h po okužbi, glede na neokuženo kontrolo. 
 izražanje gena za IL-6, ki se že po 3 h po okužbi dvigne na najvišjo raven, kar je 9-
kratna vrednost kontrole, nato pa se izražanje postopno znižuje. 
 postopno višanje izražanja gena za IL-8, in sicer do približno 5-krat po 24 h in nato 
na okoli 3-krat po 48 h, glede na neokuženo kontrolo. 
 izražanje gena za NF-ĸB1, ki se spreminja relativno malo, čeprav statistično 
značilno 3 h in 6 h po okužbi, ko je za 1,4-krat večja od neokužene kontrole. 
 
Poleg tega smo ugotovili tudi, da: 
 
 viabilnost celic DH82 ostane do 12 h po okužbi z M. cynos primerljiva z negativno 
kontrolo (dodatek PBS), po 12 h pa začne padati in doseže 48 h po okužbi približno 
70 %. 
 se začne vpliv M. cynos na morfologijo celic DH82 kazati 24 h po okužbi, in sicer v 
obliki vakuolizacije citoplazme, po 48 h pa še v lizi posameznih celic. 
 se je število mikoplazem v supernatantih celic DH82 v prvih 3 h po okuževanju 
zmanjšalo za približno 125-krat, nato pa ostalo bolj ali manj enako do 48 h po 
okuževanju. 
 po okužbi z M. cynos nismo zaznali spremejenih koncentracij NO v supernatantih 
celic DH82. 
 
S to nalogo smo potrdili hipoteze, da bo in vitro okužba celic DH82 z M. cynos vplivala na 
povišano ali znižano izražanje genov za citokine IL-1β, IL-6, IL-8 in za transkripcijski 
dejavnik NF-ĸB1, da bo okužba po določenem času znižala viabilnost celic DH82 ter da bo 
povzročila morfološke spremembe. Potrditi nismo mogli le zadnje hipoteze, in sicer, da bo 
okužba z M. cynos povzročila zvišanje koncentracij NO v supernatantih celic DH82. Vzrok 
bi namreč lahko bil v nezmožnosti M. cynos, da inducira NO, ali pa le v neustreznosti 
metode ali neodzivnosti celic DH82. 
 
Pridobljeni rezultati dajejo delen vpogled v potek okužbe trajne celične linije z M. cynos, 
predvsem na nivoju izražanja nekaterih vnetnih citokinov, preživetja celic ter vpliva na 
morfološke lastnosti. M. cynos je relativno slabo preučena bakterija, zato je kljub 
dokazanim bolezenskim zapletom v klinični obravnavi pogosto spregledana. Predvsem 
ostajajo številna vprašanja glede povezave med bakterijo in gostiteljskimi celicami. Z 
našim delom smo uspeli pridobiti odgovore na vsaj nekaj izmed teh vprašanj. 
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Bakterije iz rodu Mycoplasma spadajo med najmanjše in najpreprostejše organizme. Za 
njih sta značilna odsotnost celične stene ter izredno majhen genom, ki jim onemogoča 
izgradnjo aminokislin, maščobnih kislin, kofaktorjev in vitaminov. Zaradi tega so vse vrste 
mikoplazem popolnoma odvisne od gostiteljskega organizma. Najdemo jih kot parazite pri 
različnih vrstah ptic, členonožcev, sesalcev, kuščarjev, rib, rastlin in tudi pri ljudeh. Večina 
vrst je gostiteljsko in tkivno specifičnih. Kljub temu, da večina okužb z mikoplazmami ne 
povzroča resnih zapletov, ampak le lažja vnetja, lahko okužbe z nekaterimi patogenimi 
vrstami vodijo v nekatere hujše kronične bolezni. 
 
Mycoplasma cynos je edina vrsta mikoplazme, za ketro so dokazali, da je pri psih povezana 
z boleznimi dihal. Med njih spada predvsem pljučnica, pogoste pa so tudi poškodbe 
epitelijskih migetalk v dihalnih poteh in zbiranje nevtrofilcev in makrofagov v pljučnih 
mešičkih. Domnevni dejavniki virulence pri M. cynos so hemaglutinini in nevraminidaze. 
 
Številne raziskave opisujejo spremenjen nivo izražanja citokinov pri okužbah različnih vrst 
živali ali njihovih celic z različnimi vrstami mikoplazem. Namen našega dela je bil 
analizirati relativne spremembe v izražanju genov za citokine IL-1β (gen IL1B), IL-6 (gen 
IL6), IL-8 (gen IL8) in za transkripcijski dejavnik NF-ĸB1 (gen NFKB1) po in vitro okužbi 
trajne pasje celične linije DH82 z M. cynos. Spreminjanje izražanja genov smo spremljali v 
različnih časovnih točkah po okužbi celic z mikoplazmo, z metodo PCR v realnem času. 
Ugotovili smo, da se okužba odraža v postopnem zviševanju izražanja gena IL1B v 
obdobju do 12 h po okužbi, takojšnjem porastu izražanja gena IL6 in nato postopnem 
upadanju, postopnem zviševanju v izražanju gena IL8 do 24 h in nato padcu izražanja pri 
48 h, in v dokaj nespremenjenem nivoju izražanja gena NFKB1 po 1 h, 3 h in 6 h po 
okužbi, v primerjavi z negativno kontrolo. 
 
Ugotovili smo tudi, da okužba z M. cynos v prvih 12 h nima vpliva na viabilnost celic 
DH82, nato pa začne ta padati in doseže po 48 h približno 70 %. Okužba povzroči tudi 
morfološke spremembe celic, ki se odražajo kot vakuolizacija celic po 24 h, po 48 h pa še 
kot liza posameznih celic. 
 
Z metodo štetja kolonij (CFU) med poskusom, smo skozi čas spremljali tudi število M. 
cynos v supernatantih celic DH82. Ugotovili smo, da se v prvih 3 h število mikoplazem 
naglo zmanjša za približno 125-krat, nato pa do 48 h po okužbi ostane bolj ali manj 
nespremenjeno. Razlog bi lahko bil v adheziji mikoplazem na površino celic, ali v prehodu 
mikoplazem v notranjost celic. Opravili smo tudi test merjenja koncentracije dušikovega 
oksida (NO) v supernatantih celic DH82 po okužbi z M. cynos, a povišane koncentracije 
nismo zaznali.  
 
Pridobljene rezultate bi bilo smiselno dopolniti še s podatki o izražanju testiranih citokinov 
na proteinskem nivoju. Tako bi lahko naredili točnejše povezave medsebojnega delovanja 
in vpliva na izražanje. Poleg tega bi bilo zanimivo preveriti tudi, ali je M. cynos res 
zmožna invazije celic. S tem bi namreč lahko razložili nenaden padec števila mikoplazem 
po okužbi celic. 
54 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
7 VIRI  
 
Arend W. P., Palmer G., Gabay C. 2008. IL-1, IL-18, and IL-33 families of cytokines. 
Immunological Reviews, 223: 20–38 
ATCC
®




Baggiolini M., Imboden P., Detmers P. 1992. Neutrophil activation and the effects of 
interleukin-8/neutrophil-activating peptide 1 (IL-8/NAP-1). Cytokines, 4: 1–17 
Bando S. Y., Moreno A. C. R., Albuquerque J. A. T., Amhaz J. M. K., Moreira-Filho C. 
A., Martinez M. B. 2010. Expression of bacterial virulence factors and cytokines 
during in vitro macrophage infection by enteroinvasive Escherichia coli and 
Shigella flexneri: a comparative study. Memorias Do Instituto Oswaldo Cruz, 105,  
6: 786–791 
Barile M. F., Rottem S. 1993. Mycoplasmas in cell cultures. V: Rapid diagnosis of 
mycoplasmas. Kahane I., Adoni A. (ur.). New York, Plenum Press: 155-193 
 
Barnes A., Bee A., Bell S., Gilmore W., Mee A., Morris R., Carter S. D. 2000. 
Immunological and inflammatory characterisation of three canine cell lines: K1, K6 
and DH82. Veterinary Immunology and Immunopathology, 75,  1–2: 9–25 
Barré A., de Daruvar A., Blanchard A. 2004. MolliGen, a database dedicated to the 
comparative genomics of Mollicutes. Nucleic Acids Research, 32: 307-310 
Baseggio N., Glew M. D., Markham P. F., Whithear K. G., Browning G. F. 1996. Size and 
genomic location of the pMGA multigene family of Mycoplasma gallisepticum. 
Microbiology, 142,  6: 1429–1435 
Baseman J. B., Tully J. G. 1997. Mycoplasmas: sophisticated, reemerging, and burdened 
by their notoriety. Emerging Infectious Diseases, 3, 1: 21–32 
Beaman K. D., Pollack J. D. 1983. Synthesis of adenylate nucleotides by Mollicutes 
(mycoplasmas). Journal of General Microbiology, 129, 10: 3103–3110 
Becker A., Kannan T. R., Taylor A. B., Pakhomova O. N., Zhang Y., Somarajan S. R., 
Galaleldeen A., Holloway S. P., Baseman J. B., Hart P. J. 2015. Structure of 
CARDS toxin, a unique ADP-ribosylating and vacuolating cytotoxin from 
Mycoplasma pneumoniae. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, 112, 16: 5165–5170 
Benčina D., Drobnič-Valič M., Horvat S., Narat M., Kleven S. H., Dovč P. 2001. 
Molecular basis of the length variation in the N-terminal part of Mycoplasma 
synoviae hemagglutinin. FEMS Microbiology Letters, 203, 1: 115–123 
55 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Benčina D. 2002. Haemagglutinins of pathogenic avian mycoplasmas. Avian Pathology, 
31, 6: 535–547 
Benders G. A., Powell B. C., Hutchison C. A. 2005. Transcriptional analysis of the 
conserved ftsZ gene cluster in Mycoplasma genitalium and Mycoplasma 
pneumoniae. Journal of Bacteriology, 187, 13: 4542–4551 
Ben-Menachem G., Mousa A., Brenner T., Pinto F., Zähringer U., Rottem S. 2001. 
Choline deficiency induced by Mycoplasma fermentans enhances apoptosis of rat 
astrocytes. Federation of european microbiological societies microbiology letters, 
201, 2: 157–162 
Berčič R. L., Cizelj I., Dušanić D., Narat M., Zorman-Rojs O., Dovč P., Benčina D. 2011. 
Neuraminidase of Mycoplasma synoviae desialylates heavy chain of the chicken 
immunoglobulin G and glycoproteins of chicken tracheal mucus. Avian Pathology, 
40, 3: 299–308 
Binder A., Plagemann O., Vogel R., Kirchhoff H. 1986. Detection of previously unknown 
Mycoplasma species in female dogs with fertility disorders. Berliner Und 
Munchener Tierarztliche Wochenschrift, 99, 2: 44–46 
Björkbacka H., Fitzgerald K. A., Huet F., Li X., Gregory J. A., Lee M. A., Ordija C. M., 
Dowley N. E., Golenbock D. T., Freeman M. W. 2004. The induction of 
macrophage gene expression by LPS predominantly utilizes Myd88-independent 
signaling cascades. Physiological Genomics, 19, 3: 319–330 
Bolha L., Benčina D., Cizelj I., Oven I., Slavec B., Rojs O. Z., Narat M. 2013. Effect of 
Mycoplasma synoviae and lentogenic Newcastle disease virus coinfection on 
cytokine and chemokine gene expression in chicken embryos. Poultry Science, 92, 
12: 3134–3143 
Bolha L., Dušanić D., Narat M., Oven I. 2012. Comparison of methods for relative 
quantification of gene expression using real-time PCR. Acta agriculturae Slovenica, 
100, 2: 97–106 
Bonnefois T., Vernerey M.-S., Rodrigues V., Totté P., Puech C., Ripoll C., Thiaucourt F., 
Manso-Silván L. 2016. Development of fluorescence expression tools to study 
host-mycoplasma interactions and validation in two distant mycoplasma clades. 
Journal of Biotechnology, 236: 35–44 
Boraschi D., Lucchesi D., Hainzl S., Leitner M., Maier E., Mangelberger D., Oostingh G. 
J., Pfaller T., Pixner C., Posselt G., Italiani P., Nold M. F., Nold-Petry C. A., Bufler 
P., Dinarello C. A. 2011. IL-37: a new anti-inflammatory cytokine of the IL-1 
family. European Cytokine Network, 22, 3: 127–147 
Borovsky Z., Tarshis M., Zhang P., Rottem S. 1998. Protein kinase C activation and 
vacuolation in HeLa cells invaded by Mycoplasma penetrans. Journal of Medical 
Microbiology, 47, 10: 915–922 
56 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Brennan F. M., Chantry D., Jackson A., Maini R., Feldmann M. 1989. Inhibitory effect of 
TNF alpha antibodies on synovial cell interleukin-1 production in rheumatoid 
arthritis. Lancet, 2, 8657: 244–247 
Browning G. F., Noormohammadi A. H., Markham P. F. 2014. Identification and 
characterization of virulence genes in mycoplasmas. V: Mollicutes; Molecular 
Biology and Pathogenesis. Browning G.F., Citti C. (ur.). Norfolk, Caister 
Academic Press: 77–90. 
 
Brugos B., Zeher M., Vincze Z. 2012. Serum and urinary cytokine levels of SLE patients. 
Pharmazie, 67, 5: 411–413 
Bubanović I., Najman S. 2004. Diversification of cytokines across vertebrate immune 
system evolution, reproductive efficacy and tumor escape. Scandinavian Journal of 
Immunology, 59, 3: 369–374 
Caamano J., Hunter C. A. 2002. NF- B Family of Transcription Factors: Central 
Regulators of Innate and Adaptive Immune Functions. Clinical Microbiology 
Reviews, 15, 3: 414–429 
Calvalido J., Wood G. A., Mutsaers A. J., Wood D., Sears W., Woods J. P. 2016. 
Comparison of serum cytokine levels between dogs with multicentric lymphoma 
and healthy dogs. Veterinary Immunology and Immunopathology, 182: 106–114 
Cannon S. H., Levy J. K., Kirk S. K., Crawford P. C., Leutenegger C. M., Shuster J. J., Liu 
J., Chandrashekar R. 2016. Infectious diseases in dogs rescued during dogfighting 
investigations. Veterinary Journal, 211: 64–69 
Casanova J. L., Abel L., Quintana-Murci L. 2011. Human TLRs and IL-1Rs in Host 
Defense: Natural Insights from Evolutionary, Epidemiological, and Clinical 
Genetics. Annual Review of Immunology, 29, 1: 447–491 
Chalker V. J. 2004. Taxonomy of the canine Mollicutes by 16S rRNA gene and 16S/23S 
rRNA intergenic spacer region sequence comparison. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 54, 2: 537–542 
Chalker V. J. 2005. Canine mycoplasmas. Research in Veterinary Science, 79, 1: 1–8 
Chalker V. J., Brooks H. W., Brownlie J. 2003a. The association of Streptococcus equi 
subsp. zooepidemicus with canine infectious respiratory disease. Veterinary 
Microbiology, 95, 1–2: 149–156 
Chalker V. J., Toomey C., Opperman S., Brooks H. W., Ibuoye M. A., Brownlie J., 
Rycroft A. N. 2003b. Respiratory disease in kennelled dogs: serological responses 
to Bordetella bronchiseptica lipopolysaccharide do not correlate with bacterial 
isolation or clinical respiratory symptoms. Clinical and Diagnostic Laboratory 
Immunology, 10, 3: 352–356 
57 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Chalker V. J., Owen W. M. A., Paterson C., Barker E., Brooks H., Rycroft A. N., Brownlie 
J. 2004. Mycoplasmas associated with canine infectious respiratory disease. 
Microbiology, 150, 10: 3491–3497 
Chikazawa S., Kitahara Y., Ando E., Hori Y., Hoshi F., Kanai K., Ito N., Higuchi S. 2014. 
Erythrophagocytosis Enhances Heme-Dependent Cytotoxicity of Antimalarial 
Drugs in Canine Histiocytic Sarcoma Cell Line DH82. Journal of Veterinary 
Medical Science, 76, 2: 249–253 
Chvala S., Benetka V., Möstl K., Zeugswetter F., Spergser J., Weissenböck H. 2007. 
Simultaneous canine distemper virus, canine adenovirus type 2, and Mycoplasma 
cynos infection in a dog with pneumonia. Veterinary Pathology, 44, 4: 508–512 
Citti C., Blanchard A. 2013. Mycoplasmas and their host: emerging and re-emerging 
minimal pathogens. Trends in Microbiology, 21, 4: 196–203 
Citti C., Nouvel L.-X., Baranowski E. 2010. Phase and antigenic variation in 
mycoplasmas. Future Microbiology, 5, 7: 1073–1085 
Citti C., Watson-McKown R., Droesse M., Wise K. S. 2000. Gene families encoding 
phase- and size-variable surface lipoproteins of Mycoplasma hyorhinis. Journal of 
Bacteriology, 182, 5: 1356–1363 
Cizelj I., Berčič R. L., Dušanić D., Narat M., Kos J., Dovč P., Benčina D. 2011. 
Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae express a cysteine protease 
CysP, which can cleave chicken IgG into Fab and Fc. Microbiology, 157, 2: 362–
372 
Cizelj I., Dušanić D., Benčina D., Narat M. 2016. Mycoplasma and host interaction: In 
vitro gene expression modulation in Mycoplasma synoviae and infected chicken 
chondrocytes. Acta Veterinaria Hungarica, 64, 1: 26–37 
Constantin G., Majeed M., Giagulli C., Piccio L., Kim J. Y., Butcher E. C., Laudanna C. 
2000. Chemokines Trigger Immediate β2 Integrin Affinity and Mobility Changes. 
Immunity, 13, 6: 759–769 
Copray J. C., Mantingh I., Brouwer N., Biber K., Küst B. M., Liem R. S., Huitinga I., 
Tilders F. J., Van Dam A. M., Boddeke H. W. 2001. Expression of interleukin-1 
beta in rat dorsal root ganglia. Journal of Neuroimmunology, 118, 2: 203–211 
Cossart P., Sansonetti P. J. 2004. Bacterial invasion: the paradigms of enteroinvasive 
pathogens. Science, 304, 5668: 242–248 
Dallo S. F., Chavoya A., Baseman J. B. 1990. Characterization of the gene for a 30-
kilodalton adhesion-related protein of Mycoplasma pneumoniae. Infection and 
Immunity, 58, 12: 4163–4165 
Das S. T., Rajagopalan L., Guerrero-Plata A., Sai J., Richmond A., Garofalo R. P., 
Rajarathnam K. 2010. Monomeric and dimeric CXCL8 are both essential for in  
58 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
vivo neutrophil recruitment. PLoS ONE, 5,  7: e11754, doi: 
10.1371/journal.pone.0011754: 12 str. 
Dinarello C. A. 2009. Immunological and inflammatory functions of the interleukin-1 
family. Annual Review of Immunology, 27: 519–550 
Ding A. H., Nathan C. F., Stuehr D. J. 1988. Release of reactive nitrogen intermediates and 
reactive oxygen intermediates from mouse peritoneal macrophages. Comparison of 
activating cytokines and evidence for independent production. Journal of 
Immunology, 141, 7: 2407–2412 
Dranoff G. 2004. Cytokines in cancer pathogenesis and cancer therapy. Nature Reviews 
Cancer, 4, 1: 11–22 
Dušanić D., Benčina D., Oven I., Cizelj I., Benčina M., Narat M. 2012. Mycoplasma 
synoviae induces upregulation of apoptotic genes, secretion of nitric oxide and 
appearance of an apoptotic phenotype in infected chicken chondrocytes. Veterinary 
Research, 43, 1: 7, doi: 10.1186/1297-9716-43-7: 14 str. 
Dušanić D., Berčič R. L., Cizelj I., Salmič S., Narat M., Benčina D. 2009. Mycoplasma 
synoviae invades non-phagocytic chicken cells in vitro. Veterinary Microbiology, 
138, 1–2: 114–119 
Elzinga B. M., Twomey C., Powell J. C., Harte F., McCarthy J. V. 2008. Interleukin-1 
Receptor Type 1 Is a Substrate for -Secretase-dependent Regulated Intramembrane 
Proteolysis. Journal of Biological Chemistry, 284, 3: 1394–1409 
Empl M. T., Macke S., Winterhalter P., Puff C., Lapp S., Stoica G., Baumgärtner W., 
Steinberg P. 2014. The growth of the canine glioblastoma cell line D-GBM and the 
canine histiocytic sarcoma cell line DH82 is inhibited by the resveratrol oligomers 
hopeaphenol and r2-viniferin: Resveratrol oligomers and tumour cell growth. 
Veterinary and Comparative Oncology, 12, 2: 149–159 
Erles K., Toomey C., Brooks H. W., Brownlie J. 2003. Detection of a group 2 coronavirus 
in dogs with canine infectious respiratory disease. Virology, 310, 2: 216–223 
Fabre-Guillevin E., Tabrizi R., Coulon V., Monnereau A., Eghbali H., Soubeyran I., 
Soubeyran P. 2006. Aggressive non-Hodgkin’s lymphoma: Concomitant evaluation 
of interleukin-2, soluble interleukin-2 receptor, interleukin-4, interleukin-6, 
interleukin-10 and correlation with outcome. Leukemia & Lymphoma, 47, 4: 603–
611 
Fang X., Zhao W., Xu J., Tu F., Wang X., Li B., Fu Y., Ren S. 2016. CYP1A1 mediates 
the suppression of major inflammatory cytokines in pulmonary alveolar 
macrophage (PAM) cell lines caused by Mycoplasma hyponeumoniae. 
Developmental & Comparative Immunology, 65: 132–138 
Feldmann M., Maini R. N. 2010. Anti-TNF Therapy, from rationale to standard of care: 
what lessons has it taught us? The Journal of Immunology, 185, 2: 791–794 
59 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Feng S. H., Lo S. C. 1999. Lipid extract of Mycoplasma penetrans proteinase K-digested 
lipid-associated membrane proteins rapidly activates NF-kappaB and activator 
protein 1. Infection and Immunity, 67, 6: 2951–2956 
Figueroa S. M., Colín G. G., Camarillo S. D. R., Vega C. A. 2016. DH82 and RF/6A cell 
lines growth properties under standard laboratory conditions. Revista Mexicana de 
Ciencias Pecuarias, 7, 1: 85–104 
Flier J., Boorsma D. M., van Beek P. J., Nieboer C., Stoof T. J., Willemze R., Tensen C. P. 
2001. Differential expression of CXCR3 targeting chemokines CXCL10, CXCL9, 
and CXCL11 in different types of skin inflammation. The Journal of Pathology, 
194, 4: 398–405 
Fonfara S., Tew S. R., Cripps P., Dukes-McEwan J., Clegg P. D. 2012. Increased blood 
mRNA expression of inflammatory and anti-fibrotic markers in dogs with 
congestive heart failure. Research in Veterinary Science, 93, 2: 879–885 
Fraunberger P., Wang Y., Holler E., Parhofer K. G., Nagel D., Walli A. K., Seidel D. 2006. 
Prognostic value of interleukin 6, procalcitonin, and C-reactive protein levels in 
intensive care unit patients during first increase of fever. Shock, 26, 1: 10–12 
Garlanda C., Dinarello C. A., Mantovani A. 2013. The Interleukin-1 Family: Back to the 
Future. Immunity, 39, 6: 1003–1018 
Gauldie J., Richards C., Northemann W., Fey G., Baumann H. 1989. IFN beta 2/BSF2/IL-
6 is the monocyte-derived HSF that regulates receptor-specific acute phase gene 
regulation in hepatocytes. Annals of the New York Academy of Sciences, 557: 46-
58 
German A. J., Helps C. R., Hall E. J., Day M. J. 2000. Cytokine mRNA expression in 
mucosal biopsies from German shepherd dogs with small intestinal enteropathies. 
Digestive Diseases and Sciences, 45, 1: 7–17 
Gibson M. S., Kaiser P., Fife M. 2014. The chicken IL-1 family: evolution in the context 
of the studied vertebrate lineage. Immunogenetics, 66, 7–8: 427–438 
Girón J. A., Lange M., Baseman J. B. 1996. Adherence, fibronectin binding, and induction 
of cytoskeleton reorganization in cultured human cells by Mycoplasma penetrans. 
Infection and Immunity, 64, 1: 197–208 
Goette N. P., Lev P. R., Heller P. G., Glembotsky A. C., Chazarreta C. D., Salim J. P., 
Molinas F. C., Marta R. F. 2010. Abnormal regulation of soluble and anchored IL-6 
receptor in monocytes from patients with essential thrombocythemia. Experimental 
Hematology, 38, 10: 868–876 
Goulet M., Dular R., Tully J. G., Billowes G., Kasatiya S. 1995. Isolation of Mycoplasma 
pneumoniae from the human urogenital tract. Journal of Clinical Microbiology, 33, 
11: 2823–2825 
60 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Grone A., Fonfara S., Markus S., Baumgartner W. 1999. RT-PCR Amplification of various 
canine cytokines and socalled house-keeping genes in a species-specific 
macrophage cell line (DH82) and canine peripheral blood leukocytes. Journal of 
Veterinary Medicine, Series B, 46, 5: 301–310 
Großhennig S., Ischebeck T., Gibhardt J., Busse J., Feussner I., Stülke J. 2016. Hydrogen 
sulfide is a novel potential virulence factor of Mycoplasma pneumoniae: 
characterization of the unusual cysteine desulfurase/desulfhydrase HapE. Molecular 
Microbiology, 100, 1: 42–54 
Hall D. A., Beresford I. J. M., Browning C., Giles H. 1999. Signalling by CXC-chemokine 
receptors 1 and 2 expressed in CHO cells: a comparison of calcium mobilization, 
inhibition of adenylyl cyclase and stimulation of GTPγS binding induced by IL-8 
and GRO α. British Journal of Pharmacology, 126, 3: 810–818 
Hames C., Halbedel S., Hoppert M., Frey J., Stülke J. 2009. Glycerol metabolism is 
important for cytotoxicity of Mycoplasma pneumoniae. Journal of Bacteriology, 
191, 3: 747–753 
Hammond M. E., Lapointe G. R., Feucht P. H., Hilt S., Gallegos C. A., Gordon C. A., 
Giedlin M. A., Mullenbach G., Tekamp-Olson P. 1995. IL-8 induces neutrophil 
chemotaxis predominantly via type I IL-8 receptors. Journal of Immunology, 155,  
3:1428–1433 
Hayden M. S., Ghosh S. 2008. Shared Principles in NF-κB Signaling. Cell, 132, 3: 344–
362 
Hayden M. S., Ghosh S. 2012. NF-κB, the first quarter-century: remarkable progress and 
outstanding questions. Genes & Development, 26,  3: 203–234 
Hegemann N., Wondimu A., Kohn B., Brunnberg L., Schmidt M. F. G. 2005. Cytokine 
profile in canine immune-mediated polyarthritis and osteoarthritis. Veterinary and 
Comparative Orthopaedics and Traumatology, 18, 2: 67–72 
Heidemann J. 2003. Angiogenic Effects of Interleukin 8 (CXCL8) in Human Intestinal 
Microvascular Endothelial Cells Are Mediated by CXCR2. Journal of Biological 
Chemistry, 278, 10: 8508–8515 
Heinrich F., Contioso V. B., Stein V. M., Carlson R., Tipold A., Ulrich R., Puff C., 
Baumgärtner W., Spitzbarth I. 2015. Passage-dependent morphological and 
phenotypical changes of a canine histiocytic sarcoma cell line (DH82 cells). 
Veterinary Immunology and Immunopathology, 163, 1–2: 86–92 
Henderson B., Poole S., Wilson M. 1996. Bacterial modulins: a novel class of virulence 
factors which cause host tissue pathology by inducing cytokine synthesis. 
Microbiological Reviews, 60, 2: 316–341 
Henderson S. C., Bounous D. I., Lee M. D. 1999. Early events in the pathogenesis of avian 
salmonellosis. Infection and Immunity, 67, 7: 3580–3586 
61 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Hibbs J. B., Taintor R. R., Vavrin Z. 1987. Macrophage cytotoxicity: role for L-arginine 
deiminase and imino nitrogen oxidation to nitrite. Science, 235, 4787: 473–476 
Hirota H., Kiyama H., Kishimoto T., Taga T. 1996. Accelerated Nerve Regeneration in 
mice by upregulated expression of interleukin (IL) 6 and IL-6 receptor after trauma. 
The Journal of Experimental Medicine, 183, 6: 2627–2634 
Hoesel B., Schmid J. A. 2013. The complexity of NF-κB signaling in inflammation and 
cancer. Molecular Cancer, 12, 1: 1, doi: 10.1186/1476-4598-12-86: 15 str. 
Hoffmann A., Natoli G., Ghosh G. 2006. Transcriptional regulation via the NF-kappaB 
signaling module. Oncogene, 25, 51: 6706–6716 
Hong S., Kim O. 2012. Molecular identification of Mycoplasma cynos from laboratory 
beagle dogs with respiratory disease. Laboratory Animal Research, 28, 1: 61–66 
Hunter C. A., Jones S. A. 2015. IL-6 as a keystone cytokine in health and disease. Nature 
Immunology, 16, 5: 448–457 
Hutchison C. A., Chuang R.-Y., Noskov V. N., Assad-Garcia N., Deerinck T. J., Ellisman 
M. H., Gill J., Kannan K., Karas B. J., Ma L., Pelletier J. F., Qi Z.-Q., Richter R. 
A., Strychalski E. A., Sun L., Suzuki Y., Tsvetanova B., Wise K. S., Smith H. O., 
Glass J. I., Merryman C., Gibson D. G., Venter J. C. 2016. Design and synthesis of 
a minimal bacterial genome. Science, 351, 6280: 1414-1425 
Inamine J. M., Denny T. P., Loechel S., Schaper U., Huang C. H., Bott K. F., Hu P. C. 
1988. Nucleotide sequence of the P1 attachment-protein gene of Mycoplasma 
pneumoniae. Gene, 64, 2: 217–229 
Indrani B. K., Upadhye A. S.,Bhanuprakash, V. 2013. An in-vitro study on the alterations 
induced by Mycoplasma arginini on cell cultures and virus titres. The Indian 
journal of animal sciences, 67, 12: 234–240 
 
Jayagopala Reddy N. R., Wilkie B. N., Borgs P., Mallard B. A. 2000. Cytokines in 
Mycoplasma hyorhinis-induced arthritis in pigs bred selectively for high and low 
immune responses. Infection and Immunity, 68, 3: 1150–1155 
Jeanjean A. P., Moussaoui S. M., Maloteaux J. M., Laduron P. M. 1995. Interleukin-1 beta 
induces long-term increase of axonally transported opiate receptors and substance 
P. Neuroscience, 68, 1: 151–157 
Jensen J. S., Blom J., Lind K. 1994. Intracellular location of Mycoplasma genitalium in 
cultured Vero cells as demonstrated by electron microscopy. International Journal 
of Experimental Pathology, 75, 2: 91–98 
Jergens A. E., Sonea I. M., O’Connor A. M., Kauffman L. K., Grozdanic S. D., 
Ackermann M. R., Evans R. B. 2009. Intestinal cytokine mRNA expression in 
canine inflammatory bowel disease: a meta-analysis with critical appraisal. 
Comparative medicine, 59, 2: 153–162 
62 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Johnson C., Kannan T. R., Baseman J. B. 2011. Cellular Vacuoles Induced by Mycoplasma 
pneumoniae CARDS Toxin Originate from Rab9-Associated Compartments. PLoS 
ONE, 6, 7: e22877, doi: 10.1371/journal.pone.0022877: 10 str. 
 
Jücker M., Abts H., Li W., Schindler R., Merz H., Günther A., von Kalle C., Schaadt M., 
Diamantstein T., Feller A. C. 1991. Expression of interleukin-6 and interleukin-6 
receptor in Hodgkin’s disease. Blood, 77, 11: 2413–2418 
Kaiser P., Wigley P., Burnside J., Barrow P. A., Galyov E. E., Rothwell L. 2000. 
Differential cytokine expression in avian cells in response to invasion by 
Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis and Salmonella gallinarum. 
Microbiology, 146, 12: 3217–3226 
Kannan T. R., Baseman J. B. 2006. ADP-ribosylating and vacuolating cytotoxin of 
Mycoplasma pneumoniae represents unique virulence determinant among bacterial 
pathogens. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 
of America, 103, 17: 6724–6729 
Kastelic S., Cizelj I., Narat M., Tozon N., Chalker V. J., Lysnyansky I., Spergser J., 
Benčina D. 2015. Molecular characterisation of the Mycoplasma cynos 
haemagglutinin HapA. Veterinary Microbiology, 175, 1: 35–43 
Kawai T., Akira S. 2011. Toll-like receptors and their crosstalk with other innate receptors 
in infection and immunity. Immunity, 34, 5: 637–650 
Kilpatrick S., Gow A. G., Foale R. D., Tappin S. W., Carruthers H., Reed N., Yool D. A., 
Woods S., Marques A. I., Jalan R., Mellanby R. J. 2014. Plasma cytokine 
concentrations in dogs with a congenital portosystemic shunt. Veterinary Journal, 
200, 1: 197–199 
Kishimoto T. 2010. IL-6: from its discovery to clinical applications. International 
Immunology, 22, 5: 347–352 
Klein M. A., Möller J. C., Jones L. L., Bluethmann H., Kreutzberg G. W., Raivich G. 
1997. Impaired neuroglial activation in interleukin-6 deficient mice. Glia, 19, 3: 
227–233 
Kleven S. H., Ferguson-Noel N. 2008. Mycoplama synoviae infection. V: Diseases of poultry. 
12
th ed. Saif Y. M., Fadly A. M., Glisson J. R., McDougald L. R., Nolan L. K., Swayne 
D. E. (ur.). Oxford, Blackwell Publishing Ltd: 845–856 
 
Kobayashi K., Ehrlich S. D., Albertini A., Amati G., Andersen K. K., Arnaud M., Asai K., 
Ashikaga S., Aymerich S., Ogasawara N. 2003. Essential Bacillus subtilis genes. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
100, 8: 4678–4683 
Kobayashi Y. 2010. The regulatory role of nitric oxide in proinflammatory cytokine expression 
during the induction and resolution of inflammation. Journal of Leukocyte Biology, 88, 
6: 1157–1162 
63 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Koprivec S. 2016. Opredelitev lastnosti nevraminidaz in hemaglutininov iz bakterij 
Mycoplasma canis in Mycoplasma cynos. Doktorska disertacija. Ljubljana, 
Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko: 85 str. 
 
Kumar A., Takada Y., Boriek A., Aggarwal B. 2004. Nuclear factor-kappaB: its role in 
health and disease. Journal of Molecular Medicine, 82, 7: 434-448 
L’Abee-Lund T. M., Heiene R., Friis N. F., Ahrens P., Sørum H. 2003. Mycoplasma canis 
and urogenital disease in dogs in Norway. The Veterinary Record, 153, 8: 231–235 
Lapp S., Pfankuche V., Baumgärtner W., Puff C. 2014. Viral oncolysis — can insights 
from measles be transferred to canine distemper virus? Viruses, 6, 6: 2340–2375 
Laurent F., Mancassola R., Lacroix S., Menezes R., Naciri M. 2001. Analysis of chicken 
mucosal immune response to Eimeria tenella and Eimeria maxima infection by 
quantitative reverse transcription-PCR. Infection and Immunity, 69, 4: 2527–2534 
Lavrič M., Maughan M. N., Bliss T. W., Dohms J. E., Benčina D., Keeler C. L., Narat M. 
2008. Gene expression modulation in chicken macrophages exposed to 
Mycoplasma synoviae or Escherichia coli. Veterinary Microbiology, 126, 1–3: 
111–121 
Livak K. J., Schmittgen T. D. 2001. Analysis of Relative Gene Expression Data Using 
Real-Time Quantitative PCR and the 2−ΔΔCT Method. Methods, 25, 4: 402–408 
 
Lo S. C., Hayes M. M., Kotani H., Pierce P. F., Wear D. J., Newton P. B., Tully J. G., Shih 
J. W. 1993. Adhesion onto and invasion into mammalian cells by Mycoplasma 
penetrans: a newly isolated mycoplasma from patients with AIDS. Modern 
Pathology: An Official Journal of the United States and Canadian Academy of 
Pathology, 6, 3: 276–280 
Lo S.-C., Wang R. Y.-H., Grandinetti T., Zou N., Hayes M. M., Shih J. W.-K., Wear D. J. 
2005. Mycoplasma penetrans infections and seroconversion in patients with AIDS: 
identification of major mycoplasmal antigens targeted by host antibody response. 
Federation of European Microbiological Societies Immunology and Medical 
Microbiology, 44, 3: 277–282 
Loetscher P., Seitz M., Clark-Lewis I., Baggiolini M., Moser B. 1994. Monocyte 
chemotactic proteins MCP-1, MCP-2, and MCP-3 are major attractants for human 
CD4+ and CD8+ T lymphocytes. FASEB journal: official publication of the 
Federation of American Societies for Experimental Biology, 8, 13: 1055–1060 






Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Lynagh G. R., Bailey M., Kaiser P. 2000. Interleukin-6 is produced during both murine 
and avian Eimeria infections. Veterinary Immunology and Immunopathology, 76, 
1–2: 89–102 
Mahida Y. R., Ceska M., Effenberger F., Kurlak L., Lindley I., Hawkey C. J. 1992. 
Enhanced synthesis of neutrophil-activating peptide-1/interleukin-8 in active 
ulcerative colitis. Clinical Science, 82, 3: 273–275 
Malek J. A., Shatsman S. Y., Akinretoye B. A., Gill J. E. 2000. Irreversible heat 
inactivation of DNase I without RNA degradation. BioTechniques, 29, 2: 252–256 
Maniloff J. 2002. Phylogeny and Evolution. V: Molecular biology  and pathogenicity of 
mycoplasmas. Razin S., Herrmann R. (ur.). New York, Kluwer Academic/Plenum 
Publishers: 31-44 
 
Mannering S. A., McAuliffe L., Lawes J. R., Erles K., Brownlie J. 2009. Strain typing of 
Mycoplasma cynos isolates from dogs with respiratory disease. Veterinary 
Microbiology, 135, 3–4: 292–296 
Marienfeld R., May M. J., Berberich I., Serfling E., Ghosh S., Neumann M. 2003. RelB 
forms transcriptionally inactive complexes with RelA/p65. The Journal of 
Biological Chemistry, 278, 22: 19852–19860 
Mavropoulou A., Guazzetti S., Borghetti P., De Angelis E., Quintavalla C. 2016. Cytokine 
expression in peripheral blood mononuclear cells of dogs with mitral valve disease. 
The Veterinary Journal, 211: 45–51 
 
May M. J., Ghosh S. 1997. Rel/NF-kappa B and I kappa B proteins: an overview. Seminars 
in Cancer Biology, 8, 2: 63–73 
May M. J., Ghosh S. 1998. Signal transduction through NF-kappa B. Immunology Today, 
19, 2: 80–88 
McAuliffe L. 2006. Biofilm formation by mycoplasma species and its role in 
environmental persistence and survival. Microbiology, 152, 4: 913–922 
McCoy M. K. 2006. Blocking soluble tumor necrosis factor signaling with dominant-
negative tumor necrosis factor inhibitor attenuates loss of dopaminergic neurons in 
models of Parkinson’s disease. Journal of Neuroscience, 26, 37: 9365–9375 
McGarrity G. J., Kotani H., Butler G. H. 1992. Mycoplasmas and tissue culture cell. V: 
Mycoplasmas: Molecular biology and pathogenesis. Maniloff J., McElhaney R. N., 
Finch L. R., Baseman J. B. (ur.). Washington, DC, American Society for 
Microbiology: 445-454 
 
Messick J. B. 2003. New perspectives about Hemotrophic mycoplasma (formerly, 
Haemobartonella and Eperythrozoon species) infections in dogs and cats. The 
Veterinary Clinics of North America. Small Animal Practice, 33, 6: 1453–1465 
65 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Meyer R. D., Clough W. 1993. Extragenital Mycoplasma hominis infections in adults: 
emphasis on immunosuppression. Clinical Infectious Diseases: An Official 
Publication of the Infectious Diseases Society of America, 17, 1, : 243-249 
Miller E. J., Cohen A. B., Nagao S., Griffith D., Maunder R. J., Martin T. R., Weiner-
Kronish J. P., Sticherling M., Christophers E., Matthay M. A. 1992. Elevated levels 
of NAP-1/interleukin-8 are present in the airspaces of patients with the adult 
respiratory distress syndrome and are associated with increased mortality. The 
American Review of Respiratory Disease, 146, 2: 427–432 
Moser B., Wolf M., Walz A., Loetscher P. 2004. Chemokines: multiple levels of leukocyte 
migration control. Trends in Immunology, 25, 2: 75–84 
Murtaugh M. P., Baarsch M. J., Zhou Y., Scamurra R. W., Lin G. 1996. Inflammatory 
cytokines in animal health and disease. Veterinary Immunology and 
Immunopathology, 54, 1–4: 45–55 
Narat M., Benčina D., Kleven S. H., Habe F. 1998. Hemagglutination-positive phenotype 
of mycoplasma synoviae induces experimental infectious synovitis in chickens 
more frequently than does the hemagglutination-negative phenotype. Infection and 
Immunity, 66, 12: 6004–6009 
Narita M., Tanaka H., Togashi T., Abe S. 2005. Cytokines involved in CNS manifestations 
caused by Mycoplasma pneumoniae. Pediatric Neurology, 33, 2: 105–109 
Needleman B. W., Wigley F. M., Stair R. W. 1992. Interleukin-1, interleukin-2, 
interleukin-4, interleukin-6, tumor necrosis factor alpha, and interferon-gamma 
levels in sera from patients with scleroderma. Arthritis and Rheumatism, 35, 1: 67–
72 
Netea M. G., Simon A., van de Veerdonk F., Kullberg B.-J., Van der Meer J. W. M., 
Joosten L. A. B. 2010. IL-1β processing in host defense: Beyond the 
inflammasomes. PLoS Pathogens, 6, 2: e1000661, doi: 
10.1371/journal.ppat.1000661: 9 str. 
Nikfarjam L., Farzaneh P. 2011. Prevention and detection of mycoplasma contamination in 
cell culture. Cell Journal, 13, 4: 203-212 
Nouvel L.-X., Marenda M., Sirand-Pugnet P., Sagné E., Glew M., Mangenot S., Barbe V., 
Barré A., Claverol S., Citti C. 2009. Occurrence, plasticity, and evolution of the 
vpma gene family, a genetic system devoted to high-frequency surface variation in 
Mycoplasma agalactiae. Journal of Bacteriology, 191, 13: 4111–4121 
Nussbaum S., Lysnyansky I., Sachse K., Levisohn S., Yogev D. 2002. Extended repertoire 
of genes encoding variable surface lipoproteins in Mycoplasma bovis strains. 
Infection and Immunity, 70, 4: 2220–2225 
66 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Oelschlaeger T. A., Kopecko D.J. 2000. Microtubule dependent invasion pathways to 
bacteria. V: Bacterial invasion into eukaryotic cells. Subcellular Biochemistry. 
Oelschlaeger T. A., Hacker J. (ur.). New York, Plenum: 3-19 
 
Ohtsuka H., Kudo K., Mori K., Nagai F., Hatsugaya A., Tajima M., Tamura K., Hoshi F., 
Koiwa M., Kawamura S. 2001. Acute phase response in naturally occurring 
coliform mastitis. Journal of Veterinary Medical Science, 63, 6: 675–678 
O’Neill L. A. J. 2008. The interleukin-1 receptor/Toll-like receptor superfamily: 10 years 
of progress. Immunological Reviews, 226, 1: 10–18 
Paddenberg R., Weber A., Wulf S., Mannherz H. G. 1998. Mycoplasma nucleases able to 
induce internucleosomal DNA degradation in cultured cells possess many 
characteristics of eukaryotic apoptotic nucleases. Cell Death and Differentiation, 5, 
6: 517–528 
Paddenberg R., Wulf S., Weber A., Heimann P., Beck L. A., Mannherz H. G. 1996. 
Internucleosomal DNA fragmentation to induce apoptosis may be caused by 
mycoplasma endonucleases. ResearchGate, 71, 1: 105–19 
Park J. Y., Pillinger M. H. 2007. Interleukin-6 in the pathogenesis of rheumatoid arthritis. 
Bulletin of the NYU hospital for joint diseases, 65, 1: 4-10 
Pay S., Şimşek İ., Erdem H., Dinç A. 2007. Immunopathogenesis of Behçet’s disease with 
special emphasize on the possible role of antigen presenting cells. Rheumatology 
International, 27, 5: 417–424 
Perkins N. D. 2007. Integrating cell-signalling pathways with NF-kappaB and IKK 
function. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 8, 1: 49–62 
Peters M., Müller A. M., Rose-John S. 1998. Interleukin-6 and soluble interleukin-6 
receptor: direct stimulation of gp130 and hematopoiesis. Blood, 92, 10: 3495–3504 
Peterson S. N., Fraser C. M. 2001. The complexity of simplicity. Genome Biology, 2, 2: 1-
7 
Pfaffl M. W. 2001. A new mathematical model for  relative quantification in real-time RT–
PCR. Nucleic Acids Research, 29, 9: 2002–2007 
Pollack J. D., Williams M. V., McElhaney R. N. 1997. The comparative metabolism of the 
mollicutes (Mycoplasmas): the utility for taxonomic classification and the 
relationship of putative gene annotation and phylogeny to enzymatic function in the 
smallest free-living cells. Critical Reviews in Microbiology, 23, 4: 269–354 
Pollack J. D. 2002. The necessity of combining genomic and enzymatic data to infer 
metabolic function and pathways in the smallest bacteria: amino acid, purine and 
pyrimidine metabolism in Mollicutes. Frontiers in Bioscience: A Journal and 
Virtual Library, 7: 1762-1781 
67 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Portugal-Cohen M., Horev L., Ruffer C., Schlippe G., Voss W., Ma’or Z., Oron M., 
Soroka Y., Frušić-Zlotkin M., Milner Y., Kohen R. 2012. Non-invasive skin 
biomarkers quantification of psoriasis and atopic dermatitis: Cytokines, 
antioxidants and psoriatic skin auto-fluorescence. Biomedicine & 
Pharmacotherapy, 66, 4: 293–299 
Puff C., Krudewig C., Imbschweiler I., Baumgärtner W., Alldinger S. 2009. Influence of 
persistent canine distemper virus infection on expression of RECK, matrix-
metalloproteinases and their inhibitors in a canine macrophage/monocytic tumour 
cell line (DH82). The Veterinary Journal, 182, 1: 100–107 
Ramer M. S., Murphy P. G., Richardson P. M., Bisby M. A. 1998. Spinal nerve lesion-
induced mechanoallodynia and adrenergic sprouting in sensory ganglia are 
attenuated in interleukin-6 knockout mice. Pain, 78, 2: 115–121 
Randolph J. F., Moise N. S., Scarlett J. M., Shin S. J., Blue J. T., Bookbinder P. R. 1993. 
Prevalence of mycoplasmal and ureaplasmal recovery from tracheobronchial 
lavages and prevalence of mycoplasmal recovery from pharyngeal swab specimens 
in dogs with or without pulmonary disease. American Journal of Veterinary 
Research, 54, 3: 387–391 
Razin S. 1978. The Mycoplasmas. Microbiological reviews, 42, 2: 414-470 
 
Razin S. 1992. Mycoplasma taxonomy and ecology. V: Mycoplasmas: molecular biology 
and pathogenesis. Maniloff J., McElhaney R. N., Finch L. R., Baseman J. B. (ur.), 
Washington, DC, American Society of Microbiology: 3-22 
 
Razin S., Jacobs E. 1992. Mycoplasma adhesion. Journal of General Microbiology, 138, 3: 
407–422 
Razin S. 2007. Molecular biology and genomics of Mollicutes. Bulletin of Insectology, 60, 
2: 101-103 
Razin S., Yogev D., Yehudith N. 1998. Molecular biology and pathogenicity of 
mycoplasmas. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 62, 4: 1094–1156 
Rodwell A. W., Whitcomb R. F. 1983. Method for direct and indirect measurment of 
mycoplasma growth. V: Methods in mycoplasmology. 1
st
 ed. Razin S., Tully J. G. 
(eds.). New York, Academic Press: 185-196 
 
Rosa J. S., Flores R. L., Oliver S. R., Pontello A. M., Zaldivar F. P., Galassetti P. R. 2008. 
Sustained IL-1α, IL-4, and IL-6 elevations following correction of hyperglycemia 
in children with type 1 diabetes mellitus. Pediatric Diabetes, 9, 1: 9–16 
Rosendal S., Vinther O. 1977. Experimental Mycoplasmal pneumonia in dogs: electron 
microscopy of infected tissue. Acta Pathologica Microbiologica Scandinavica 
Section B Microbiology, 85, 6: 462–465 
68 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Rosendal S. 1972. Mycoplasmas as a possible cause of enzootic pneumonia in dogs. Acta 
Veterinaria Scandinavica, 13, 1: 137–139 
Rosendal S. 1978. Canine mycoplasmas: pathogenicity of mycoplasmas associated with 
distemper pneumonia. The Journal of Infectious Diseases, 138, 2: 203–210 
Rosendal S. 1982. Canine mycoplasmas: their ecologic niche and role in disease. Journal 
of the American Veterinary Medical Association, 180, 10: 1212–1214 
Rosenshine I., Finlay B. B. 1993. Exploitation of host signal transduction pathways and 
cytoskeletal functions by invasive bacteria. BioEssays: News and Reviews in 
Molecular, Cellular and Developmental Biology, 15, 1: 17–24 
Rottem S., Barile M. 1993. Beware of mycoplasmas. Trends in Biotechnology, 11, 4: 143–
151 
Rottem S., Naot Y. 1998. Subversion and exploitation of host cells by mycoplasmas. 
Trends in Microbiology, 6, 11: 436–440 
Rottem S. 2003. Interaction of Mycoplasmas With Host Cells. Physiological Reviews, 83, 
2: 417–432 
Rycroft A. N., Tsounakou E., Chalker V. 2007. Serological evidence of Mycoplasma cynos 
infection in canine infectious respiratory disease. Veterinary Microbiology, 120, 3–
4: 358–362 
Sacchini F., Luciani M., Salini R., Scacchia M., Pini A., Lelli R., Naessens J., Poole J., 
Jores J. 2012. Plasma levels of TNF-α, IFN-γ, IL-4 and IL-10 during a course of 
experimental contagious bovine pleuropneumonia. BMC Veterinary Research, 8, : 
44 
Salman M., Deutsch I., Tarshis M., Naot Y., Rottem S. 1994. Membrane lipids of 
Mycoplasma fermentans. Federation of European Microbiological Societies 
Microbiology Letters, 123, 3: 255–260 
Salman M., Rottem S. 1995. The cell membrane of Mycoplasma penetrans: lipid 
composition and phospholipase A1 activity. Biochimica Et Biophysica Acta, 1235, 
2: 369–377 
Sambrook J., Russell D.W. 2012. Molecular cloning: a laboratory manual. 4. izd. New 
York. Cold Spring Harbor Laboratory Press: 2028 str. 
 
Santarlasci V., Cosmi L., Maggi L., Liotta F., Annunziato F. 2013. IL-1 and T helper 
immune responses. Frontiers in Immunology, 4: 182 
Schnee C., Schulsse S., Hotzel H., Ayling R. D., Nicholas R. A. J., Schubert E., Heller M., 
Ehricht R., Sachse K. 2012. A novel rapid DNA microarray assay enables 
identification of 37 mycoplasma species and highlights multiple mycoplasma  
69 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
infections. PloS One, 7, 3: e33237, doi: 
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0033237: 10 str. 
Schneider K., Klaas R., Kaspers B., Staeheli P. 2001. Chicken interleukin-6. cDNA 
structure and biological properties. European Journal of Biochemistry, 268, 15: 
4200–4206 
Schweizer A., Feige U., Fontana A., Müller K., Dinarello C. A. 1988. Interleukin-1 
enhances pain reflexes. Mediation through increased prostaglandin E2 levels. 
Agents and Actions, 25, 3–4: 246–251 
Seitz M., Dewald B., Ceska M., Gerber N., Baggiolini M. 1992. Interleukin-8 in 
inflammatory rheumatic diseases: synovial fluid levels, relation to rheumatoid 
factors, production by mononuclear cells, and effects of gold sodium thiomalate 
and methotrexate. Rheumatology International, 12, 4: 159–164 
Sen R., Baltimore D. 1986. Multiple nuclear factors interact with the immunoglobulin 
enhancer sequences. Cell, 46, 5: 705–716 
Shadidi K. R., Aarvak T., Henriksen J. E., Natvig J. B., Thompson K. M. 2003. The 
chemokines CCL5, CCL2 and CXCL12 play significant roles in the migration of 
Th1 cells into rheumatoid synovial tissue. Scandinavian Journal of Immunology, 
57, 2: 192–198 
Shibata K., Sasaki T., Watanabe T. 1995. AIDS-associated mycoplasmas possess 
phospholipases C in the membrane. Infection and Immunity, 63, 10: 4174–4177 
Shoetensack H.M. 1934. Pure cultivation of filterable virus isolated from canine distemper. 
The Kitasato Archives of Experimental Medicine, 11: 227–290 
 
Silva G., Fachin A., Beleboni R., França S., Marins M. 2013. In vitro action of flavonoids 
in the canine malignant histiocytic cell line DH82. Molecules, 18, 12: 15448–15463 
Simmons W. L., Dybvig K. 2007. How some mycoplasmas evade host immune responses. 
Microbe-American Society for Microbiology, 2, 11: 537-543 
Simmons W. L., Dybvig K. 2009. Mycoplasma biofilms ex vivo and in vivo. Federation of 
European Microbiological Societies Microbiology Letters, 295, 1: 77–81 
Sirand-Pugnet P., Citti C., Barré A., Blanchard A. 2007a. Evolution of mollicutes: down a 
bumpy road with twists and turns. Research in Microbiology, 158, 10: 754–766 
Sirand-Pugnet P., Lartigue C., Marenda M., Jacob D., Barré A., Barbe V., Schenowitz C., 
Mangenot S., Couloux A., Segurens B., de Daruvar A., Blanchard A., Citti C. 
2007b. Being pathogenic, plastic, and sexual while living with a nearly minimal 
bacterial genome. PLoS genetics, 3, 5: e75, doi: 
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.0030075: 15 str. 
70 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Slavec B., Berčič R. L., Cizelj I., Narat M., Zorman-Rojs O., Dovč P., Benčina D. 2011. 
Variation of vlhA gene in Mycoplasma synoviae clones isolated from chickens. 
Avian Pathology, 40, 5: 481–489 
Smith K. A., Maizels R. M. 2014. IL-6 controls susceptibility to helminth infection by 
impeding Th2 responsiveness and altering the Treg phenotype in vivo. European 
Journal of Immunology, 44, 1: 150–161 
Song Z., Li Y., Liu Y., Xin J., Zou X., Sun W. 2012. α-Enolase, an adhesion-related factor 
of Mycoplasma bovis. PloS ONE, 7, 6: e38836, doi: 10.1371/journal.pone.0038836: 
6 str. 
Stadtländer C. T., Watson H. L., Simecka J. W., Cassell G. H. 1993. Cytopathogenicity of 
Mycoplasma fermentans (including strain incognitus). Clinical Infectious Diseases: 
An Official Publication of the Infectious Diseases Society of America, 17, 1: 289-
301 
Sun S.-C. 2011. Non-canonical NF-κB signaling pathway. Cell Research, 21, 1: 71–85 
Taga T., Kishimoto T. 1997. Gp130 and the interleukin-6 family of cytokines. Annual 
Review of Immunology, 15: 797–819 
Takeda K., Kaisho T., Yoshida N., Takeda J., Kishimoto T., Akira S. 1998. Stat3 
activation is responsible for IL-6-dependent T cell proliferation through preventing 
apoptosis: generation and characterization of T cell-specific Stat3-deficient mice. 
Journal of Immunology, 161, 9: 4652–4660 
Tamames J., González-Moreno M., Mingorance J., Valencia A., Vicente M. 2001. 
Bringing gene order into bacterial shape. Trends in Genetics: TIG, 17, 3: 124–126 
Taylor-Robinson D., Davies H. A., Sarathchandra P., Furr P. M. 1991. Intracellular 
location of mycoplasmas in cultured cells demonstrated by immunocytochemistry 
and electron microscopy. International Journal of Experimental Pathology, 72, 6: 
705–714 
Thermo Scientific: T009-Technical Bulletin, NanoDrop 1000 & 8000. 2008. Waltham, 




Tilg H., Trehu E., Atkins M. B., Dinarello C. A., Mier J. W. 1994. Interleukin-6 (IL-6) as 
an anti-inflammatory cytokine: induction of circulating IL-1 receptor antagonist 
and soluble tumor necrosis factor receptor p55. Blood, 83, 1: 113–118 
Tripathi P. 2007. Nitric oxide and immune response. Indian Journal of Biochemistry & 
Biophysics, 44, 5: 310–319 
71 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Turner M. D., Chaudhry A., Nedjai B. 2012. Tumour necrosis factor receptor trafficking 
dysfunction opens the TRAPS door to pro-inflammatory cytokine secretion. 
Bioscience Reports, 32, 2: 105–112 
Turner M. D., Nedjai B., Hurst T., Pennington D. J. 2014. Cytokines and chemokines: At 
the crossroads of cell signalling and inflammatory disease. Biochimica et 
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1843, 11: 2563–2582 
Valasek M. A. 2005. The power of real-time PCR. AJP: Advances in Physiology 
Education, 29, 3: 151–159 
 
Vendrame E., Martínez-Maza O. 2011. Assessment of pre-diagnosis biomarkers of 
immune activation and inflammation: insights on the etiology of lymphoma. 
Journal of Proteome Research, 10, 1: 113–119 
Waage A. 1989. The complex pattern of cytokines in serum from patients with 
meningococcal septic shock. Association between interleukin 6, interleukin 1, and 
fatal outcome. Journal of Experimental Medicine, 169, 1: 333–338 
Wang Y., Liu S., Li Y., Wang Q., Shao J., Chen Y., Xin J. 2015. Mycoplasma bovis-
derived lipid-associated membrane proteins activate IL-1β production through the 
NF-κB pathway via toll-like receptor 2 and MyD88. Developmental & 
Comparative Immunology, 55: 111–118 
Wassenaar T. M., Gaastra W. 2001. Bacterial virulence: can we draw the line? Federation 
of European Microbiological Societies Microbiology Letters, 201, 1: 1–7 
Wasserman J., Diese L., VanGundy Z., London C., Carson W. E., Papenfuss T. L. 2012. 
Suppression of canine myeloid cells by soluble factors from cultured canine tumor 
cells. Veterinary Immunology and Immunopathology, 145, 1–2: 420–430 
Wellman M. L., Krakowka S., Jacobs R. M., Kociba G. J. 1988. A macrophage-monocyte 
cell line from a dog with malignant histiocytosis. In vitro Cellular & 
Developmental Biology, 24, 3: 223–229 
Whitcomb R. F. 1989. The mycoplasmas. V: Spiroplasmas, acholeplasmas and 
mycoplasmas of plant and arthropods.  1
st 
ed. San Diego, Academic Press: 679 str. 
 
Wikström A., Jensen J. S. 2006. Mycoplasma genitalium: a common cause of persistent 
urethritis among men treated with doxycycline. Sexually Transmitted Infections, 
82, 4: 276–279 
Windsor H. M., Windsor G. D., Noordergraaf J. H. 2010. The growth and long term 
survival of Acholeplasma laidlawii in media products used in biopharmaceutical 
manufacturing. Biologicals: Journal of the International Association of Biological 
Standardization, 38, 2: 204–210 
72 
Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Wong D., Teixeira A., Oikonomopoulos S., Humburg P., Lone I. N., Saliba D., Siggers T., 
Bulyk M., Angelov D., Dimitrov S., Udalova I. A., Ragoussis J. 2011. Extensive 
characterization of NF-κB binding uncovers non-canonical motifs and advances the 
interpretation of genetic functional traits. Genome Biology, 12, 7: 1-18 
Wren B. W. 2000. Microbial genome analysis: insights into virulence, host adaptation and 
evolution. Nature Reviews. Genetics, 1, 1: 30–39 
Xiao G., Harhaj E. W., Sun S. C. 2001. NF-kappaB-inducing kinase regulates the 
processing of NF-kappaB2 p100. Molecular Cell, 7, 2: 401–409 
Xue D., Ma Y., Li M., Li Y., Luo H., Liu X., Wang Y. 2015. Mycoplasma ovipneumoniae 
induces inflammatory response in sheep airway epithelial cells via a MyD88-
dependent TLR signaling pathway. Veterinary Immunology and Immunopathology, 
163, 1–2: 57–66 
Yan H. Q., Banos M. A., Herregodts P., Hooghe R., Hooghe-Peters E. L. 1992. Expression 
of interleukin (IL)-1 beta, IL-6 and their respective receptors in the normal rat brain 
and after injury. European Journal of Immunology, 22, 11: 2963–2971 
Yoshiura Y., Kiryu I., Fujiwara A., Suetake H., Suzuki Y., Nakanishi T., Ototake M. 2003. 
Identification and characterization of Fugu orthologues of mammalian interleukin-
12 subunits. Immunogenetics, 55, 5: 296–306 
Zeugswetter F., Weissenböck H., Shibly S., Hassan J., Spergser J. 2007. Lethal 
bronchopneumonia caused by Mycoplasma cynos in a litter of golden retriever 
puppies. The Veterinary Record, 161, 18: 626–627 
Zhang J.-M., An J. 2007. Cytokines, inflammation, and pain. International Anesthesiology 
Clinics, 45, 2: 27–37 
Zhu T., Zhang L., Ling S., Qian F., Li Y., Xu J.-W. 2015. Anti-inflammatory activity 
comparison among scropoliosides-catalpol derivatives with 6-o-substituted 
cinnamyl moieties. Molecules, 20, 11: 19823–19836 
Zweygarth E., Schöl H., Lis K., Cabezas Cruz A., Thiel C., Silaghi C., Ribeiro M. F. B., 
Passos L. M. F. 2013. In vitro culture of a novel genotype of Ehrlichia sp. from 











Valinger Sluga M. Vpliv bakterije Mycoplasma cynos na izražanje vnetnih genov na modelu … DH82. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  





Zahvala gre v prvi vrsti mentorici prof. dr. Mojci Narat za podporo, pomoč, vložen trud in 
čas ter strokovno vodenje skozi projekt, predvsem pa za prijeten in razumevajoč odnos. 
 
Zahvaljujem se tudi somentorici asist. dr. Ivanki Cizelj ter dr. Luki Bolhi za strokovno 
pomoč in nasvete pri izvajanju laboratorijskega dela in načrtovanju projekta ter recenzentki 
izr. prof. dr. Nataši Štajner za vsebinski pregled naloge in koristne napotke. 
 
Zahvala gre tudi moji družini in prijateljem, ki so me v času študija vztrajno podpirali in 
spodbujali. 
 
